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ABSTRAKT 
 
Druhový komplex Pipistrellus pipistrellus obsahuje dva sympatrické druhy, obývající Evropu 
a část západní a střední Asie (Pipistrellus pipistrellus s. str., Pipistrellus pygmaeus s. str.)  
a několik dalších linií, izolovaných v oblasti Mediteránu (Severní Afrika, ostrovy  
a poloostrovy Středozemního moře). Tento taxon je součástí rozsáhlé radiace v rámci rodu 
Pipistrellus, který v dnešním pojetí zahrnuje cca 30 druhů. Mozaika linií komplexu  
P. pipistrellus, nacházejících se v různém stádiu diverzifikace a sekundárního kontaktu 
v oblasti mediteránního biodiverzitního hotspotu, je vhodným modelem pro výzkum speciace. 
V diplomové práci jsme se zaměřili na výzkum distribuce, fylogeografie, populační struktury 
a demografie na základě mitochondriálních dat u 323 jedinců, reprezentujících skoro celý 
areál rozšíření. Jako genetický marker byla zvolena kontrolní oblast mitochondriální DNA. 
Variabilita ve fragmentu dlouhém 378 pb potvrdila existenci několika geneticky distinktních 
linií, jejichž druhový status bude diskutován. Zjištěný fylogeografický vzorec potvrzuje 
existenci radiačního centra skupiny v oblasti Středomoří. Zde došlo k alopatrické speciaci, 
dvě z linií (P. pipistrellus s. str. a P. pygmaeus s. str.) se později rozšířily do oblasti Evropy  
a jejich areály se sekundárně překryly. Tomuto scénáři odpovídají i zjištěné demografické 
charakteristiky zkoumaných populací (stabilní populační velikost u mediteránních populací, 
nárůst spojený s expanzí areálu během pleistocénu u severních). P. pipistrellus s.str.  
a P. pygmaeus s.str. se výrazně liší svou genetickou strukturou, tyto rozdíly jsou diskutovány 
z historického i ekologického hlediska. 
 
Klíčová slova: Druhový komplex Pipistrellus pipistrellus, kontrolní oblast mtDNA,  
fylogeografie, Evropa, Mediterán, Afrika, demografie 
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ABSTRACT (in English) 
 
Pipistrellus pipistrellus species complex contains two sympatric species inhabiting Europe 
and part of  West and Central Asia (Pipistrellus pipistrellus s. str, Pipistrellus pygmaeus s. str)  
and several other lines, isolated in the Mediterranean (North Africa, islands and peninsulas  
of the Mediterranean Sea). This taxon is a part of the extensive radiation within the genus 
Pipistrellus, which in today's concept includes about 30 species. Mosaic line  
of  P. pipistrellus complex, located at different stages of diversification and secondary 
contacts in the Mediterranean biodiversity hotspot, is a suitable model for research  
on speciation. In this thesis we focused on analyses of distribution, phylogeography, 
population structure and demography based on mitochondrial data from 323 individuals, 
representing almost the entire range. Control region of mitochondrial DNA was chosen  
as a genetic marker. Variability in the 378 pb long fragment acknowledged the existence  
of several genetically distinct lines whose species status is discussed. Observed fylogeografic 
pattern confirms the existence of groups of radiation centers in the Mediterranean region.  
An allopatric speciation was there, two of the lines (P. pipistrellus s. str and P. pygmaeus  
s. str.) later expanded into Europe and their ranges overlaid secondary. This scenario is also 
indicated by the demographic characteristics of the surveyed populations (stable population 
size in populations of Mediterranean, the increase associated with the expansion of the area 
during the pleistocene in the north). P. pipistrellus s. str. and P. pygmaeus s. str. significantly 
differ in their genetic structure; these differences are discussed from historical and ecological 
aspects. 
 
Keywords: Pipistrellus pipistrellus complex, control region mtDNA, phylogeography, 
Europe, Mediterranean, Africa, demography 
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1. ÚVOD 
 
Letouni (Chiroptera) jsou druhým nejbohatším řádem savců. Jsou unikátní především 
svou schopností aktivního letu, která jim umožňuje využít rozličné potravní zdroje a je 
spojena s evolucí celé řady adaptací včetně schopnosti echolokace, jež jim pomáhá orientovat 
se v prostoru a zároveň je dobrým prostředkem k rozpoznání kořisti. Výjimkou jsou kaloni 
(čeleď Pteropodidae), kteří schopností echolokace nedisponují, vytvořila se u nich alternativa 
– echolokace mlaskáním jazyka, např. rod Roussetus (von Herbert 1985) nebo pleskaním 
křídly, např. Eonycteris spelea (Gould 1988). Tyto charakteristiky jsou spojeny s již 
zmíněnou vysokou mírou kladogeneze, která tuto skupinu předurčuje i jako objekt moderních 
biogeografických a fylogeografických studií.  
Identifikace kryptických druhů se s rozvojem moderních genetických metod 
založených na aplikaci markerů s vysokou mutační rychlostí staly významnou součástí 
současné chiropterologie. Jedním z prvních příkladů studovaných u savců byl  případ 
druhového komplexu Pipistrellus pipistrellus (Barrat et al. 1995, 1997). Pravděpodobný 
původ a radiační centrum tohoto komplexu leží v mediteránní oblasti, která je vzhledem  
ke své unikátní geologické a evoluční historii nejvýznamnějším centrem endemismu  
a biodiverzity v západním Palearktu (Hewitt 1999).    
V předkládané diplomové práci jsou prezentovány další poznatky, které doplňují 
dlouholetý výzkum genetické pestrosti komplexu Pipistrellus pipistrellus (Mayer  
& Helversen 2001a, 2001b, Benda et al. 2003a, 2003b, 2004, Hulva et al. 2004, 2007). 
Použité vzorkování reprezentuje téměř celý areál rozšíření. Díky vhodně zvolenému 
genetickému markeru (kontrolní oblast mitochondriální DNA, mtDNA) byly odhaleny 
jemnější genealogické vztahy uvnitř komplexu a rozšířen vhled do vnitropopulační genetické 
variability v geograficky izolovaných oblastech.  
  
1.1 Charakter studované oblasti 
Oblast výzkumu navazuje na dřívější studie (Mayer & Helversen 2001a, 2001b, Benda 
et al. 2003a, 2003b, 2004, Hulva et al. 2004, 2007), zaměřuje se především na Mediterán, 
který je považován za radiační centrum komplexu Pipistrellus pipistrellus. Mediterán hrál 
důležitou roli především v glaciálním období, kdy byla Evropa zasažena extrémními 
klimatickými výkyvy. Zástupci živočišné říše museli vyhledávat vhodnější místa k přežití 
(tzv. refugia). Mezi nejznámější refugia patřili Iberský poloostrov, Itálie a Balkán nebo okolí 
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Kavkazu a Kaspického moře. Odtud se v průběhu interglaciálu navraceli zpět na původní 
území (Hewitt 1996, 1999). 
 Některé druhy však přežívaly nepříznivá období dob ledových v severněji položených 
místech (Ložek & Horáček 2004a, 2004b). Evropská pohoří táhnoucí se východo-západním 
směrem vytváří významnou bariéru, která zamezuje méně mobilním druhům postupovat 
severo-jižním směrem a naopak. Proto se jižní populace takto handicapovaných druhů 
nezúčastnily postglaciální rekolonizace Evropy a staly se zdrojem vzniku endemických forem 
(Bilton et al. 1998, Hewitt 1999). S podobným příkladem se setkáváme v případě Malé Asie, 
která byla izolována ze západu Středozemním a ze severu Černým mořem (Hewitt 1999).  
Postglaciální rekolonizace Evropy probíhala následovně: z Afriky, Iberského 
poloostrova a Itálie expandovaly druhy do západní Evropy (Hewitt, 1999, Lenk et al. 1999, 
Carranza & Arnold 2004, Carranza et al. 2004). Alpy a Pyreneje bránily šíření méně 
mobilním druhům, a tak vytvořily vhodné podmínky pro koncentraci endemitů (Taberlet et al. 
1998). Východní a severní Evropa byla kolonizována převážně z Balkánského refugia. Tato 
expanze proběhla relativně rychle, čemuž nasvědčují genetická podobnost populací a nízká 
haplotypová diverzita v severních oblastech, potažmo v celé severní Evropě. Šíření druhů 
z Balkánského poloostrova mohly zabránit druhy postupující z východu – z jižních Karpat, 
Kavkazu a z oblasti Černého případně Kaspického moře (Hewitt 1999).   
Izolované geografické postavení jižních refugií poskytlo prostor pro alopatrickou speciaci. 
Způsob postglaciální rekolonizace Evropy naopak vedl ke vzniku kontaktních, případně 
hybridních zón. Pozice nejlépe studovaných zón je znázorněna na Obr. 1. Důležitou roli  
v evoluci západopalearktické fauny a flóry sehrály i Středozemní ostrovy.  
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Obr. 1: Hybridní zóny v centrální a severní Evropě. (SP) Iberský poloostrov, (IT) Itálie  
a (BK) Balkánský poloostrov představují kvartérní refugia. 1. Triturus 
marmoratus/cristatus/carnifex, 2. Chorthippus erythropus/parallelus/italicus, 3. Bombina 
variegata/ bombina, 4. Mus domesticus/musculus, 5. Cleithrionomus glareolus, 6. Microtus 
agrestis, 7. Sorex coronatus/araneus, 8. Ursus arctos, 9. Corvus corone/cornix, 10. Erinaceus 
europaeus/concolor, 11. Quercus robur-patraea. Převzato z Hewitt (1999).  
 
1.2 Rod Pipistrellus (Kaup, 1829) 
Rod Pipistrellus patří do čeledi Vespertilionidae, nejpočetnější čeledi letounů 
s celosvětovým rozšířením (Anděra & Horáček 2005). Počet druhů řadících se do tohoto rodu 
se liší podle koncepce jednotlivých autorů. Z původně kosmopolitního rodu se po odštěpení 
amerických druhů (Hamilton 1949) stal rod s výlučně starosvětským rozšířením.  
Po taxonomické revizi čeledi rozdělili Volleth a Heller (1994) druhy do té doby řazené  
do rodu Pipistrellus do 4 rodů nových: Falsistrellus, Hypsugo, Vespadelus a Pipistrellus. 
Navzdory taxonomickým změnám zůstvává monofylie rodu Pipistrellus stále diskutabilní 
otázkou. Recentní molekulární studie shodně potvrzují postavení rodu Nyctalus uvnitř rodu 
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Pipistrellus a činí tak z něj parafyletický taxon (Hoofer & Van Den Bussche 2003).  
Podle novějších studií rod Pipistrellus čítá 31 druhů (Simmons 2005). 
 
Obr. 2: Kladogram podčeledi Vespertilioninae. Čísla značí hodnotu bootstrapu získaná metodou 
maximální parsimonie (MP), symboly pak posteriorní pravděpodobnost;  „ “ pro P = 1 a „ “ pro 0.95 
≤ P < 1.0. Čísla v závorkách udávají počet druhů zahrnutých do analýzy. Převzato a upraveno 
z Hoofer & Van Den Bussche (2003).  
 
Zástupci rodu Pipistrellus se vyskytují v Evropě, Asii, Africe a Austrálii (Corbet & Hill 1991, 
Koopman 1994). Na území Evropy je známo 6 druhů: P. pipistrellus, P. pygmaeus,  
P. nathusii, P. kuhlii, P. maderensis a P. hanaki.   
Příslušníci tohoto rodu se vyznačují malou tělesnou velikostí, zkráceným rostrem  
a zkrácenou zubní řadou (zubní vzorec 2123/3123). Ve všech případech se jedná o typicky 
štěrbinové druhy (Anděra & Horáček 2005). Druhy rozšířené v mírném pásmu mají 
specifický roční životní cyklus (viz jednotlivé druhy níže). Trendem je vysoká sociabilita, 
spojená s tvorbou větších či menších kolonií. Neméně pozoruhodná je tvorba mezidruhových 
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asociací, která se vyznačují společným místem úkrytu, jenž je využíváno příslušníky 
sesterských druhů. Pipistrellus nathusii byl nalezen ve společném úkrytu (v budkách) s druhy 
Pipistrellus pipistrellus a Pipistrellus pygmaeus. Smíšená přechodná kolonie P. pipistrellus  
a P. pygmaeus byla objevena při jarních migracích v centrálním Slovensku (Cel’uch et al. 
2006), ovšem tento fakt můžeme považovat za ojedinělou událost. Stejně tak se objevily 
případy, kdy příslušníci jednoho druhu sdíleli společnou kolonii s jedinci rodu jiného: 
Pipistrellus nathusii a kolonie druhů Myotis brandtii, Myotis dasycneme, Plecotus auritus, 
Vespertilio murinus, Eptesicus serotinus a Nyctalus noctula (Gaisler & Hanák 1982, 
Petersons 1990, Hanák et al. 2006).  
 Systém páření je tradičně označován jako resource defence polygyny, studován 
především u P. pygmaeus (Gerrel & Lundberg 1985, Gerell-Lundberg & Gerell 1994). 
Novější výzkumy ale ukázaly, že minimálně některé populace P. pipistrellus by spadaly spíše 
do systému páření označovaného jako lekový (Sachteleben & Helversen 2006). Samice 
s mláďaty tvoří samostatné kolonie, kdežto samci sídlí solitérně v okolí kolonií. Samice 
obvykle rodí dvě mláďata (Anděra & Horáček 2005), jsou to tedy r-stratégové mezi netopýry. 
Typické je široké spektrum lovišť. Od polootevřené krajiny (P. kuhlii) přes prostory 
v lesních porostech a kolem nich (P. nathusii, P. pipistrellus) až po bezprostřední blízkost 
vodních ploch – P. pygmaeus (Bartonička & Řehák 2004, Anděra & Horáček 2005, Sattler  
et al. 2007). Hlavní složkou potravy je drobný dvoukřídlý hmyz z čeledi pakomárovití 
(Chironomidae) a pakomárcovití (Ceratopogonidae) (Pithartová 2007). V rámci P. pipistrellus 
a P. pygmaueus se však v důsledku odlišných echolokačních signálů složení potravy nepatrně 
liší. P. pygmaues se specializuje na menší kořist (Barlow 1997).  
Otázkou zůstává, jak jsou na tom jednotliví příslušníci rodu se schopností migrovat. 
Strelkov (1969) klasifikoval evropské zástupce rodu Pipistrellus jako migrující. Jediný 
empiricky prokázaný migrant je však P. nathusii (Roer 1995, Gaisler et al. 2003, Hutterer  
et al. 2005). Ostatní evropští zástupci mají nejasný status. P. pygmaeus a P. kuhlii spolu  
s P. maderensis jsou považováni za druhy sedentární (Hutterer et al. 2005). P. pipistrellus byl 
považován za migranta regionálního (Hutterer et al. 2005), v současné době však o tomto 
druhu uvažujeme jako o migrujícím (Racey et al. 2007, Bryja et al. 2009). Se schopností 
migrovat se pojí slabá genetická strukturovanost populací, způsobená intenzivním genovým 
tokem na dlouhé vzdálenosti (Bryja et al. 2009).  
Podobně jako nejasnosti v otázkách migrace zůstává ne zcela dořešená otázka 
populační struktury. Barrat et al. (1995) vyloučili přítomnost hybridních zón. Racey et al. 
(2007) a Bryja et al. (2009) studovali genetickou strukturovanost populací ve Velké Britanii  
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a střední Evropě. Ve Velké Británii byly populace vysoce geneticky strukturované, v centrální 
Evropě nikoliv. Vysoká genetická diverzita je v případě britských populací zapříčiněna 
nízkým tokem genů, oba druhy (P. pipistrellus i P. pygmaeus) se rozmnožují  
před podzimními migracemi. Ty jsou realizované na krátké vzdálenosti. Tento scénář 
odpovídá fenoménu isolation by distance a ve Velké Británii je dán pravděpodobně 
geografickými a klimatickými podmínkami. S podobnou situací se setkáváme u Nyctalus 
noctula, který spadá mezi migrující druhy (Hutterer et al. 2005) a v centrální Evropě  
se vyznačuje nízkou genetickou strukturovaností populací, kdežto na území Velké Británie 
byly pozorované spíše sedentární populace s velkými genetickými odlišnostmi (Petit & Mayer 
1999). Ve střední Evropě dochází k páření v době migrací (či po nich), během nichž vysoký 
genový tok způsobuje pokles genetické strukturovanosti. Slabé genetické rozdíly 
v jednotlivých koloniích jsou vysvětlovány dvěma způsoby: a) migracemi na velké 
vzdálenosti nebo b) disperzí jednoho pohlaví. Studie založené na analýze jaderné DNA 
potvrdily vysokou filopatrii samic u P. pipistrellus a genový tok zajišťováný především 
samci. Naopak u P. pygmaeus se předpokládá, že samice budou méně filopatrické 
(Fornůsková 2009). Situace u P. pygmaeus však není zcela dořešena, vzhledem k malému 
množství informací o podzimních migrací a místech zimovišť (Kaňuch et al. 2010).  
 
1.3 Komplex Pipistrellus pipistrellus  
Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774) byl v Evropě tradičně považován  
za monotypický druh s později popsaným asijským poddruhem P. p. aladdin (Thomas, 1905) 
z Íránu, Kašmíru a východního území Turkestánu (Koopman 1994). Dva kryptické druhy  
P. pipistrellus a P. pygmaeus byly odhaleny nejprve na základě echolokačních signálů. 
Přítomnost dvou fonotypů 45 kHz a 55 kHz jako první pozoroval Ahlén (1981). Jones  
& van Parijs (1993) studiem kolonií ve velké Británii docílili stejného výsledku. Následně 
došlo k sérii echolokačních studií spojených s výzkumem potravní preference či reprodukční 
izolace (např. Park et al. 1996, Barlow 1997, Barlow & Jones 1997, 1999, Mayer  
& Helversen 2001b). Až genetické analýzy, jež jsou dobrým prostředkem k odhalení 
kryptických druhů (viz např. Bastrop et al. 1998, Yoder et al. 2000, Ceballos & Ehrlich 2009) 
vedly k definitivnímu rozřešení otázky existence dvou dříve obtížně rozpoznatelných linií 
(Barrat et al. 1995, 1997, Mayer & Helversen 2001a, 2001b). Genetická vzdálenost mezi 
kladem I (jedinci s koncovou frekvencí 55 kHz) a kladem II (jedinci s koncovou frekvencí 45 
kHz) činí 11 %, čímž splňuje konsenzus k oddělení samostatných kongenerických druhů 
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(Johns & Avise, 1998). Nesmíme opomenout ani na morfometrické analýzy, které pomohly 
přispět k přesnějšímu popisu fenotypových rozdílů mezi oběma druhy (často nemetrického 
charakteru; Barlow & Jones 1999, Häussler et al. 2000, Mayer & Helversen 2001a). V roce 
2003 Mezinárodní komise pro zoologickou nomenklaturu ustanovila název Pipistrellus 
pipistrellus pro fonotyp o koncové frekvenci 45 kHz a Pipistrellus pygameus pro fonotyp  
o koncové frekvenci 55 kHz.  
Oba druhy se na území Evropy a blízkého východu vyskytují sympatricky (Barrat  
et al. 1997, Mayer & Helversen 2001a, 2001b, Benda et al. 2003a). Stejně tak se 
předpokládalo, že původ obou druhů se dá zdůvodnit sympatrickou speciací (Jones 1997, 
Barrat et al.1997) spojenou s disruptivní selekcí na echolokační frekvenci (Jones & van Parijs 
1993). Nicméně se nepodařilo vysvětlit, jakým způsobem by reprodukčně izolační 
mechanismy (RIM) udržely samostatně během 5 mil. let oba sonické typy v sympatrickém 
výskytu. Na základě studia distribuce mediteránních populací Hulva et al. (2004) navrhli 
speciační model alopatrický. O tomto scénáři již spekulovali Jones & van Parijs (1993), 
přestože se nakonec přikláněli k sympatrickému speciačnímu modelu. Alopatrický model 
vysvětluje sympatrický výskyt na území Evropy a blízkého východu jako sekundární a změnu 
echolokační frekvence jako sympatrický posun znaku. Poslední zástupce komplexu je 
recentně objevený P. hanaki (Benda et al. 2004). 
 
 
 
Obr. 3: Mapa areálu rozšíření P. pipistrellus, P. pygmaeus, P. hanaki. Převzato z Aulagnier et al.   
(2009). 
 
 S pomocí kalibrace molekulárních hodin a díky poměrně bohatému fosilnímu 
záznamu, který dokazuje přítomnost taxonu na studovaném území, lze navrhnout dva 
biogeografické scénáře původu komplexu P. pipistrellus v Evropě: 1) kontinuální výskyt 
obou forem (P. pipistrellus a P. pygmaeus) v průběhu 5 mil. let nebo 2) dvě separátní 
 13
kolonizační vlny v době 0,8 mil. let pro P. pipistrellus a 0,25 mil. let pro P. pygmaeus (Hulva 
et al. 2004). Stáří prvních nálezů fosilních pozůstatků P. pipistrellus s. l. v evropské jeskynní 
fauně je datováno na dobu před 250 000 lety (Kurtén 1968). 
Další odhadovaná datace s pomocí kalibrace molekulárních hodin, pomáhá přibližně 
určit dobu oddělení linií P. pipistrellus a P. pygmaeus, která spadá do období 4,1–3,1 mil. let, 
rozdělení P. pygmaeus a P. hanaki před 2,1–1,8 mil. lety nebo separaci Maghrebské linie  
a P. pipistrellus s. str. v západním Mediteránu, která se udála před 1,6–0,9 mil lety (Hulva  
et al. 2004). 
 
1.3.1 P. pipistrellus s. str. 
Areál rozšíření P. pipistrellus s.str. sahá od Portugalska přes severní Afriku, ostrovy 
Středozemního moře k Malé Asii. V Asii dále pokračuje Blízkým východem, následně 
Středním východem přes Afghánistán až k Balchašskému jezeru a k severní Indii. Severní 
hranice rozšíření se rozkládá od Orknejských ostrovů a jižního Švédska přes Estonsko, 
Bělorusko až po Ural (Anděra & Horáček 2005). 
Tento druh je ve Střední Evropě vázán na nižší a zejména střední polohy, ovšem  
na rozdíl od P. pygmaeus se může vyskytovat i ve vyšších nadmořských výškách (Anděra  
& Hanák 2007), nad 800–900 m. n. m. však jen sporadicky (Anděra & Červený 1994, 
Červený 1998). V Mediteránu se vyskytuje ve vlhčích oblastech nebo ve vyšších 
nadmořských výškách. Obývá jak přírodní, tak městské prostředí, s tím souvisí i preference 
úkrytů, převážně štěrbin (pod kůrou stromů, v obložení budov, za okenicemi, štíty domu, 
atp.). V zimě jej nalezneme v jeskyních či štolách nebo ve sklepích (Taake & Vierhaus 2004, 
Anděra & Horáček 2005, Anděra &  Hanák 2007). 
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Obr. 4:  Pipistrellus pipistrellus, foto R. Lučan 
 
Roční životní cyklus odpovídá mírnému podnebnému pásu. Podzimní přesuny do míst 
zimovišť mají charakter invazí. Netopýři se na přelomu srpna a září shlukují do skupin 
čítajících až stovky jedinců, mnohdy tohoročních mláďat a společně nalétávají do rozličných 
úkrytů, nejčastěji v budovách. Jižní invazní populace, které končí svou pouť v jeskynních 
zimovištích, čítají dokonce desítky až stovky tisíc jedinců (Palášthy & Gaisler 1965, Hůrka 
1973, Barlow 1997, Anděra & Horáček 2005, Lučan et al. 2007). Takto se proslavila 
slovenská jeskyně Erňa, kde bylo nalezeno 40 000 jedinců (Matis et al. 2002) nebo obdobně 
jeskynní systém Sura Mare V Rumunsku se 100 000 jedinci (Strelkov 1969, Nagy & Szanto 
2003). Invaze jsou doloženy i v Čechách a na Moravě (Anděra & Hanák 2007). Přesun do 
letních úkrytů začíná na jaře. Letní kolonie, tvořené 20–500 jedinci, vyhledávají štěrbinovité 
úkryty. Některé jsou opětovně využívány po řadu let, jiné jen přechodně (Anděra & Horáček 
2005). Fidelita vůči vlastním úkrytům je vysoká u obou pohlaví (Gerell-Lundberg & Gerell 
1985). Samci přilétají na pářící území, která se nacházejí na koridoru samičích přeletů 
(Gerell-Lundberg & Gerell 1994), dva měsíce před příchodem pářící sezóny. Ta začíná  
na přelomu srpna a září. Samotné načasování páření se může lišit (Racey 1979). Studium 
chování v době rozmnožování je stále neobjasněné. Pozorování Sachtelebena & Helversena 
(2006) na území Německa ukázalo, že systém páření není charakterizován tzv. resource 
defence polygyny, jak se domnívali Gerell & Lundberg (1985), ale může být označován jako 
lekový. Nicméně tyto studie nepokrývají celou komplexitu chování v době rozmnožování.  
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Podle morfometrických charakteristik křídelní anatomie (konkrétně špičatosti křídla, 
tzv. „aspect ratio“), které provedli Norberg & Rayner (1987), by P. pipistrellus s. l. spadal 
mezi dálkové migranty, což ale kontrastuje s jinými publikovanými výsledky (Jones  
& van Parijs, 1993, Barlow & Jones, 1999), které řadily P. pipistrellus spíše mezi sedentární 
druhy.  V centrální Evropě byla velká část populace P. pipistrellus považována za nemigrující 
(Taake & Vierhaus 2004), přestože existovaly doklady o jedincích příležitostně migrujících  
i na velké vzdálenosti až 410 km (Sachteleben 1991) nebo dokonce 1 123 km (Benda et al. 
2003b). Kroužkovací data, která pocházejí zejména z Německa, zařazovala P. pipistrellus s. l. 
také mezi sedentární druhy. Německá data by však bylo třeba revidovat vzhledem k dřívějším 
taxonomickým nejasnostem mezi P. pipistrellus a P. pygmaeus. Hutterer et al. (2005) 
zařazuje P. pipistrellus mezi migranty regionální. V současnosti se o P. pipistrellus s. str. 
uvažuje jako dálkovém migrantovi (Bryja et al. 2009). Schopnost migrovat potvrzuje výzkum 
genetické struktury populací. Evropské populace vykazují nízkou genetickou strukturovanost 
způsobenou pravidelným mícháním genofondu, který je realizován genovým tokem. Analýza 
mikrosatelitů v rámci a mezi jednotlivými koloniemi potvrdila genetickou podopnost populací 
(Racey et al. 2007, Bryja et al. 2009). Nízký stupeň genetických rozdílů mezi mateřskými 
koloniemi byl zjištěn ještě na vzdálenost 800 km (Bryja et al. 2009). Přesto otázka migrace  
u P. pipistrellus je v řadě aspektů vyřešena dosud jen neúplně a zaslouží si zvláštní pozornost. 
V roce 2004 Hulva et al. avizovali alopatrický výskyt dvou linií v severní Africe. Linie 
nacházející se na území Libye byla popsána jako P. hanaki a druhá, jež se vyskytuje na území 
Maghrebu a je součástí větve P. pipistrellus, se stala předmětem dalších studií, které 
naznačily další možné rozdělení a vztah k blízkým ostrovům jako je Sicílie a Korsika. 
Recentní kolonizace Kypru druhem P. pipistrellus vyústila v sekundární kontakt  
s P. pygmaeus cyprius. Oba druhy zde žijí sympatricky (Hulva et al. 2007).        
 
1.3.2 P. pygmaeus s. str. 
Rozšíření tohoto druhu na evropském území je spjato se sympatrickým výskytem  
s P. pipistrellus (Vierhaus & Krapp 2004). Obývá tedy velkou část Evropy, od Velké Británie, 
Španělska přes území Mediteránu, zejména ostrovy s východní hranicí ve střední Asii. 
Severní hranicí tvoří Norsko a Švédsko (Anděra & Horáček 2005). Problematika systematiky 
v hraničních oblastech, především Africe a malé Asii zůstává ne zcela dořešena.  
Podle analýzy genetické variability je zřejmé, že Mediteránní oblast je považována za hlavní 
vývojové centrum tohoto druhu, zatímco střední Evropa byla osídlena sekundárně.  
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Obr. 5: Pipistrellus pygmaeus, foto M. Maláč 
 
 P. pygmaeus je vázán na krajinu s vlhkými lesy a vodními plochami (Anděra & Hanák 
2007). Patří mezi štěrbinové druhy a podobně jako P. pipistrellus je dnes ve velké míře 
synantropní (Cel’uch et al. 2006). Místa zimovišť jsou dosud málo známa. Pravděpodobně se 
bude jednat o stromové dutiny, skalní dutiny aj. Ve Velké Británii byli zaznamenaní zimující 
jedinci v budkách (Kaňuch et al. 2010). V České republice byli nalezeni jedinci zimující  
ve velkých kolonicích P. pipistrellus (Kaňuch et al. 2010). Letní kolonie jsou početnější než  
u P. pipistrellus (50–300 jedinců), rozpadají se v půlce srpna. V období od srpna  
až do poloviny října se samci teritoriálně projevují a tvoří drobné harémy s 1–3 samicemi. 
Systém páření se označuje jako resource defence polygyny. Místa páření se nachází 
v blízkosti nížinných lesů v okolí mateřských kolonií (Bartonička & Řehák 2004). Vysoká 
fidelita vůči úkrytům je zaznamenaná jak u teritoriálních samců, tak u samic (Sachteleben  
& Helversen 2006), přesto fidelita samic nebude tolik vysoká jako u P. pipistrellus 
(Fornůsková 2009). 
 Z hlediska migračních schopností se P. pygmaeus jeví jako druh sedentární. Většina 
dostupných dat pochází především z Německa a Švédska. Některé starší záznamy bývaly 
často připsány P. pipistrellus (Hutterer et al. 2005). Navíc informace o sezónních migracích 
spojených se zimními úkryty jsou dosud jen kusé (Kaňuch et al. 2010). Pravděpodobně to 
bude tím, že P. pygmaeus vyhledává pro přezimování těžko dostupná místa jako jsou dutiny 
stromů nebo štěrbiny v budovách nebo jen tím, že svou mateřskou kolonii a přilehlé potravní 
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teritorium opouští záhy po spáření (Bartonička & Řehák 2004) a migruje na dlouhé 
vzdálenosti do míst zimovišť (Bryja et al. 2009).       
 
1.3.3 P. pygmaeus cyprius  
P. pygmaeus cyprius jako subspecie P. pygmaeus byl popsán relativně nedávno 
Bendou et al. (2007). Obývá pouze Kypr, kde vytváří relativně izolovanou linii. 
 P. pygmaeus cyprius se v mnoha znacích podobá kontinentálnímu P. pygmaeus 
(Benda et al. 2007). Detailní přehled uvádí Benda et al. (2007). Jedním ze specifických znaků 
je mediální proužek na spodní straně praeputia, který pokrývá šedo-hnědá srst (viz Obr. 6). 
Vytváří tak přechodné stádium tohoto znaku mezi P. pipistrellus a P. pygmaeus (včetně  
P. hanaki) jak popsal Häussler et al. (2000). Hodnota terminální frekvence s maximální 
energií se rovná 55 kHz (Benda et al. 2007). Morfologické, genetické, případně behaviorální 
rozdíly jsou pravděpodobně zapříčiněny zaprvé přítomností ancestrálních znaků, které 
korespondují se statutem reliktní populace v radiačním centru komplexu, zadruhé ostrovními 
fenomény jako je efekt zakladatele, následovaný genetickým driftem a geograficky 
specifickou selekcí, jež souvisí s malou velikostí zakladatelské populace a malou rozlohou 
ostrova.  
 
 
Obr.6: Penis Pipistrellus pygmaeus cyprius, foto I. Horáček (Převzato z Benda et al. 2007) 
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1.3.4 P. hanaki 
P. hanaki byl popsán až v roce 2004. Obývá území Kyrenaiky (Libye), kde byl také 
objeven a považován za endemický druh této oblasti. Hulva et al. (2007) však potvrdili jeho 
výskyt i na blízké Krétě, jako jediného zástupce celého komplexu. Jeho přítomnost na Krétě 
je dokladem toho, že docházelo k výměně fauny mezi Krétou a Kyrenaikou. Předpokládaná 
kolonizace spadá do období pleistocénu (Hulva et al. 2007).   
 
 
Obr. 7: Pipistrellus hanaki, foto Antonín Reiter 
 
Svým výskytem je vázán na horské a pobřežní vegetace. Z celého komplexu 
Pipistrellus pipistrellus má největší tělesné rozměry. Glans penis postrádá na dorzální straně 
praeputia mediální rýhu, osrstění kolem penisu je stejné jako P. pygmaeus cyprius – 
– šedohnědé. Terminální frekvence s maximální energií má hodnotu okolo 45 kHz (Benda  
et al. 2004). Podrobná studie biologie druhu, včetně behaviorálních aspektů je předmětem 
budoucích výzkumů.  
Hulva et al. (2004) s pomocí kalibrace molekulárních hodin odhadli dobu divergence 
P. hanaki a  P. pygmaeus na období 2,1–1,8 mil. let. Ta nastala po ústupu Messinské salinní 
krize, kterou doprovázelo rozdělení areálu na západní a východní část. V západní se odlišila 
linie P. hanaki – P. pygmaeus, ve východní P. pipistrellus (Hulva et al. 2004, Horáček  
& Jahelková 2005).   
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 Podobně jako v případě kyperského P. pygmaeus tvořícího samostatný poddruh  
P. pygmaeus cyprius uvažují Benda et al. (2008) o vyčlenění krétských populací P. hanaki  
do samostatné subspecie – P. hanaki creticus. 
 
 
Obr. 8: Srovnání některých znaků (frontální pohled obličejové části, laterální pohled na pravé 
ucho, penis z antero-dorzalniho pohledu) u Pipistrellus hanaki creticus subsp. nov (levý 
sloupec), P. pygmaeus (prostřední sloupec), P. pipistrellus (pravý sloupec), foto C. Dietz 
(Převzato z Benda et al. 2008). 
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2. CÍLE PRÁCE 
 
1) S použitím detailního vzorkování reprezentujícího celý areál získat detailní informace  
o distribuci, fylogeografii, demografii a populační genetice jednotlivých linií druhového 
komplexu Pipistrellus pipistrellus. Vzorkování zaměřit zejména na oblast Středomoří, která je 
biodiverzitním hotspotem a radiačním centrem skupiny. 
 
2) Vzhledem k velké genetické homogenitě skupiny zjištěné při studiích na cytochromu b 
použít marker s vysokou mutační rychlostí – osekvenovat hypervariabilní doménu kontrolní 
oblasti mitochondriální DNA. 
 
3) Získat základní představu o substruktuře v rámci druhového komplexu, o geografické 
distribuci a vzájemných vztazích jednotlivých linií. 
 
4) Pomocí klasických i koalescenčních metod detailně analyzovat demografické trendy 
v rámci jednotlivých linií i populací.  
 
5) Tyto výsledky interpretovat v souvislosti s mechanismy radiace celého komplexu. 
Potenciální odlišnosti u jednotlivých populací dát do souvislosti s probíhajícími alopatrickými 
procesy, ekologickou diverzifikací, jevy probíhajícími po sekundárních kontaktech 
jednotlivých linií apod.   
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3. MATERIÁL A METODIKA 
 
3.1 Molekulární analýza 
 
3.1.1 Materiál  
V této práci byly analyzovány sekvence z 323 jedinců (122 jedinců Pipistrellus 
pipistrellus, 174 jedinců P. pygmaeus, 27 jedinců P. hanaki). Tkáňové vzorky 
(chiropatagium, svalovina) pocházely především z biopsií z patagia (Worthington-Wilmer  
& Barratt 1996) a sbírkového materiálu, který reprezentativně zastupoval téměř celý areál 
výskytu zkoumaného komplexu. Celkem byl získán materiál z 118 lokalit z 27 zemí 
(zpracován byl materiál z 92 lokalit z 24 zemí) Evropy, severní Afriky, Blízkého a Středního 
východu, Ruska a Střední Asie (viz příloha 2). Bioptický materiál byl získán z exemplářů 
odchycených do japonských nárazových sítí na lovištích, swarmingových místech nebo 
mateřských koloniích.  
Tkáň odebraná sterilními nástroji byla zafixovaná do mikrozkumavek s 96% 
ethanolem.  
 
3.1.2 Izolace DNA 
 Před izolací byla s pomocí sterilních nástrojů z daného vzorku odebrána část tkáně, 
která byla použita pro následnou izolaci. Izolace probíhala dle protokolu komerčně 
dostupného kitu DNA Blood and Tissue Kit (Qiagen). Originální protokol byl pozměněn 
v několika krocích: 
1. Pokud tkáň po 24 hodinách nelyzovala kompletně, bylo přidáno 5 μl proteinázy K a směs 
byla ponechána 10–20 minut při teplotě 55°C v inkubátoru.  
2. V dalším kroku, po přidání 200 μl pufru AL, vzorek nebyl inkubován, ale 
rovnou zvortexován a bylo přidáno 200 μl 96% ethanolu. 
3. Změněn byl i objem pufru AE v posledních fázích izolace z 200 μl na 120 μl. Tím  byla 
získána DNA s větší koncentrací. 
Vyizolovaná DNA byla uskladněna v mrazícím boxu při –20°C. 
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3.1.3 PCR 
Vzhledem k vysoké genetické homogenitě komplexu Pipistrellus pipistrellus zjištěné 
na genu pro cytochrom b (Hulva et al. 2004) byl  pro molekulární analýzu zvolen marker 
s vysokou mutační rychlostí. Tomu odpovídá kontrolní oblast mitochondriální DNA, jeden 
z nejrychleji mutujících lokusů živočišné DNA. 
 
 
 
 
 
Obr. 9: Grafické znázornění lokalizace kontrolní oblasti mtDNA. 
 zdroj: lslab.lscore.ucla.edu/Mitochondria/dloop.htm 
 
Vybrané úseky byly amplifikovány pomocí primerů převzatých z publikace Fumagalli 
et al. (1996). Primer L16517 (5' CATCTGGTTCTTACTTCAGG 3') je lokalizovaný 
v centrální konzervativní oblasti a HSC (5' TTGTTTTAGGGGTTTGGCAAGA 3') se 
nachází v oblasti genu tRNAPhe. Složení reakční směsi a program PCR reakce uvádí tabulky 
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Tab. 1 a  Tab. 2. PCR reakce probíhaly v termocykleru iCyclerTM  Thermal Cycler  
(BIO-RAD). 
 
Tab. 1: Složení reakční PCR směsi Tab. 2: Program pro PCR. Během prvních 
deseti cyklů byla annealingová teplota 
snižována o 0,5°C při každém následujícím 
cyklu.   
 
         
 
 
 
 
 
 
               
 
cyklus krok T (°C) t (min) 
1 (1x) 1 94 3 
2 (10x) 1 94 1 
 2 68 1 
 3 72 1 
3(25x) 1 94 1 
 2 63 1 
 3 72 1 
 cfinal Vfinal (μl)
ddH2O  12,8 
buffer 1x 2,5 
MgCl2 2,5 mM 2,5 
dNTP 0,2 mM 2,5 
forward primer 0,5 μM 1,25 
reverse primer 0,5 μM 1,25 
Taq DNA polymerase 1U 0,2 
DNA 10 ng 2 
celkem  25 
  
Jako ověření úspěšnosti PCR reakce byla provedena gelová elektroforéza. Na 1% 
agarózový gel byly naneseny 2 μl produktu PCR reakce (DNA smíchaná s nanášecím 
pufrem). Pro srovnání délky amplifikovaného fragmentu bylo do jedné z jamek naneseno 
stejné množství délkového standardu (MassRulerTM DNA Ladder, Fermentas) a do jiné jamky 
negativní kontrola (reakční PCR směs bez přídavku DNA). Po potvrzení úspěšnosti PCR 
reakce byly PCR produkty nanášeny v plném objemu (25 μl) na preparativní elektroforézu  
a před přečištěním z gelu sterilními nástroji vyřezány. 
 
3.1.4 Přečištění 
 K přečištění produktů PCR byl použit komerčně dostupný kit sady Qiagen: QIAquick 
Gel Extraction Kit. Kvalita a množství DNA v přečištěném produktu byly stanoveny  
na Spektrofotometru ND-100 (Nanodrop®) v Laboratoři sekvenace DNA na PřF UK v Praze. 
Výsledný produkt byl uskladněn při teplotě -20°C. 
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3.1.5 Sekvenování 
 Sekvenační směs byla upravena dle zjištěné koncentrace DNA přečištěného produktu. 
Sekvenční analýza proběhla s primerem L16517 (3,2 μl/ 1 μM). Celkový objem reakční směsi 
činil 14 μl, přičemž množství DNA a ddH2O bylo stanoveno dle výsledků měření 
koncentrace.  
 
koncentrace DNA (ng/ μl) DNA (μl) ddH2O (μl) primer (μl) 
1–5 4 6,8 3,2 
5–10 3 7,8 3,2 
10–15 2 8,8 3,2 
15–20 1 9,8 3,2 
 
Tab. 3: Složení sekvenční směsi dle koncentrace DNA přečištěného produktu. 
 
Rozdělení produktů kapilární elektroforézou proběhlo na přístroji 3100 Avant Genetic 
Analyzer v Laboratoři sekvenace DNA na PřF UK v Praze a v servisních laboratořích 
Macrogen v Korei. Objemy alikvót zasílaných do servisních laboratoří činily 20 μl PCR 
produktu, 2 μl primeru o koncentraci 5 μM na vzorek.  
 
3.2 Analýza dat 
 
3.2.1 Tvorba datasetů 
K analýze dat byly použity všechny získané sekvence Pipistrellus pipistrellus, 
Pipistrellus pygmaeus a Pipistrellus hanaki. Tyto byly editovány a zkráceny v programu 
Seqman 5.05 (Swindell & Plasterer 1996). Délka sekvencí po zkrácení činila 378 bp. 
Následné zalignování sekvencí proběhlo v programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) pomocí 
algoritmu Clustal W (Larkin et al. 2007). 
Jako outgroup byly  vybrány sekvence druhů Nyctalus noctula (Acc. No. AF054869), 
Pipistrellus nathusii (Acc. No. S11 a 6H11), Nyctalus leisleri (Acc. No. DQ887608)  
a Nyctalus azoreum (Acc. No. AY756612) z genové banky na serveru NCBI. Přehled všech 
sekvencí je k nahlédnutí na přiloženém CD (Příloha 3). Sekvence jednotlivých haplotypů byly 
uloženy do databáze GenBank, získaná čísla (Accession number, Ass.No.) uvádí tabulka 
tvořící přílohu 1. 
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3.2.2. Analýzy genetické struktury 
 K odhadnutí modelu evoluce sekvencí byl použit program MODELTEST 3.7 (Posada 
& Crandall 1998). Pro celý druhový komplex byl s pomocí hierarchického testu věrohodnosti 
(hLRTs) vybrán model TrN + I + G. Podle Akaikova informačního kriteria (AIC) měl nejlepší 
skóre model TIM + I+ G. K výpočtu nekorigovaných p-distancí byl použit program MEGA 4. 
1 (Kumar et al. 2008). Přehled rozmezí hodnot a průměrných hodnot uvadí Tab. 6.  
 Vztahy mezi haplotypy lze znázornit pomocí haplotypové sítě, vytvořené metodou 
Median-joining (Bandelt et al. 1999) v programu Network 4.5.1.2 (www.fluxus-
engineering.com).  
 
3.2.3 Popisné populační charakteristiky 
 
3.2.3.1 Mismatch distribution 
  K odhadu fluktuace populační velikosti v průběhu času slouží metoda mismatch 
distribution (Harpending 1994). Tato metoda je vhodná k porovnání pozorovaných frekvencí 
párových rozdílů mezi studovanými sekvencemi s frekvencemi očekávanými  
za předpokladu definovaného demografického modelu. Při modelu exponencionálního 
populačního růstu je očekávána křivka unimodálního charakteru, zatímco populace směřující 
k rovnováze mezi mutacemi a driftem vykazuje multimodální charakter.  
 Pro výpočet odchylky okolo křivky mismatch distribution byla použita raggedness 
statistika. Pokud nebyl výsledek této statistiky signifikatní, nebyla v datech podpora pro 
stabilní velikost populace.  
 
3.2.3.2 Testy neutrality 
 Protože testy založené na párových srovnáních (jako mismatch distribution) 
nevyužívají všechny informace obsažené v datech, zejména při detekci populačního růstu 
(Ramos-Onsins & Rozas 2002), byly použity i další metody. Tyto testy jsou nezávislé  
na párovém srovnání (Tajima 1989, Fu & Li 1993). Tajima’s D a Fu’s statistiky slouží rovněž 
k rozřešení neutrálních a adaptivních procesů jako jsou populační expanze, evoluční svezení 
se a selekce na pozadí (Fu 1997). Testy neutrality byly spočteny v programu DnaSp V 5.10.00 
(Rosaz et al. 2003). K určení hodnoty Fu’s Fs bylo provedeno 1000 koalescenčních simulací. 
K popisu populačních charakteristik byly sekvence rozděleny do populací podle států, 
případně geograficky izolovaných celků (viz Tab. 6 a Tab. 7) a s pomocí programu DnaSp V5 
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(Rozas et al. 2003) byly zjištěny parametry popisující genetickou variabilitu v datech: počet 
segregačních míst (S), počet haplotypů (Nh), haplotypová diverzita (h) a nukleotidová 
diverzita (π). Vysoké hodnoty posledních dvou zmíněných parametrů (tj. h a π) reflektují 
dlouhodobě rozsáhlou velikost populace, kdežto vysoká hodnota h a nízká hodnota π 
naznačuje recentní expanzi.  
Tajimův test umožnuje odlišit sadu sekvencí která se vyvíjí vlivem neutrálních 
evolučních procesů od sekvencí, při jejichž evoluci hrají roli nenáhodné procesy jako  
např. selekce, demografická expanze a kontrakce nebo genetický hitchhiking. 
 Signál populačního růstu v sekvenčních datech byl zaznamenán pomocí expanzního 
koeficientu, který slouží k odhadnutí rozdílů mezi recentní a dřívější velikostí populace (Peck 
& Congdon, 2004). Expanzní koeficient je definován jako S/d, kde S je počet variabilních 
míst a d znamená průměrný počet párových nukleotidových rozdílů mezi sekvencemi. Vysoké 
hodnoty představují recentní populační expanzi, naproti tomu nízké hodnoty jsou příznačné 
pro populace s relativně dlouhodobou konstantní velikostí (von Haeseler et al. 1996). 
 Fu a Li’s F* a  D* statistiky byly spočítány tak, aby mohly být srovnány s Fu’s Fs. 
Populační růst a zvětšování areálu mohou být tak podle hodnoty Fs, F* a D* odlišeny  
od efektu selekce na pozadí. Populační expanze je indikována tehdy, když hodnoty  
Fs statistiky jsou signifikantní a F* společně s D* nejsou, zatímco když je tomu naopak, jedná 
se o důsledek selekce na pozadí (Fu 1997).  
 
3.2.4.3 Bayesian skyline plots 
 Metoda Bayesian skyline plots (Drummond et al. 2005) podává přesnější informace  
o populační dynamice než předchozí metody díky svému založení na koalescenční teorii  
a zohlednění stochasticity procesů vedoucích ke vzniku současné variability. Navíc je 
nezávislá na předem nadefinovaných demografických modelech, čímž se stává vhodným 
přístupem pro výpočet změn populační velikosti u taxonů s komplikovanou populační historií 
a mělkou fylogenetickou strukturou. Bayesian skyline plots používá Markov chain Monte 
Carlo (MCMC) simulace, jež umožňují odhadnout efektivní velikost populace a stanovit 
konfidenční intervaly odhadu. Výsledkem je detailnější pohled na demografické trendy 
v průběhu evoluce než jaký lze získat sumárními statistikami a parametrickými modely. 
MCMC simulace probíhaly s 30 000 000 iteracemi, třikrát pro každou linii, parametry modelu 
a genealogie byly vzorkovány každých 1000 iterací. Dílčí analýzy byly vypočteny užitím 
programu BEAST 1.4.8 (Drummond & Rambaut 2007) s použitím GTR modelu a konceptu 
molekulárních hodin. Z každé série bylo jakožto burn-in vyřazeno 10 000 000 iterací. 
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Výsledky byly zkombinovány pomocí programu LOGCOMBINER. Konvergenční analýza 
byla provedena programem TRACER 4.1 (Drummond & Rambaut 2007). Počátek datování 
populačních událostí od posledního známého společného předka linie Pipistrellus pipistrellus 
s. str byl nastaven na dobu před 0,8 miliony let (Hulva et al.2004).  
Výsledky znázorňují grafy (Obr. 15). 
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4. VÝSLEDKY 
 
4.1 Profil vstupních dat 
 Amplifikací vybraného úseku DNA byly získány sekvence o délce v rozmezí  
378–400 pb. Po úpravě v programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) a sjednocením délky úseku se 
sekvencemi získanými z GenBank (NCBI) činila výsledná délka alignmentu 378 bp. 
Z celkového počtu 323 jedinců (122 jedinců Pipistrellus pipistrellus s. l., 174 jedinců 
P. pygmaeus s. l., 27 jedinců P. hanaki) bylo identifikováno 166 haplotypů (82 haplotypů P. 
pipistrellus s. l., 70 haplotypů P. pygmaeus s.l z toho 6 haplotypů P. pygameus cyprius,  
14 haplotypů P. hanaki).  
Výzkum byl zaměřen na kontrolní oblast mt DNA, na hypervariabilní oblast HV2,  
což je úsek pravé domény mtDNA obsahující repetitivní sekvence. Repetitivní sekvence 
pravé domény vyšetřovaného komplexu P. pipistrellus tvořily krátké 6-bázové sekvence 
TACGTG. Stejně dlouhý, avšak odlišný motiv (TACGCA) byl zjištěn u Pipistrellus kuhlii.  
U P. nathusii a rodu Nyctalus byla nalezena stejná jednotka (TACGCA) jako u P. kuhlii, s tím 
rozdílem, že se nachází dále směrem k 3´konci, v jinak strukturálně modifikované HV2. 
 
Vzorkování jednotlivých druhů zobrazují mapky Obr. 10–12. Získaný materiál  
P. pipistrellus s. l. pokrývá oblast od západního Španělska přes centrální Evropu, až do Asie 
s východní hranicí na území Íránu a Kavkazu. Dále zahrnuje oblast Mediteránu, jižní okraj 
areálu zastupují vzorky z Maghrebu. 
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Obr. 10: Mapa vzorkování Pipistrellus pipistrellus. Barvy odpovídají barvám v haplotypové síti. 
 
 P. pygmaeus zaujímá obdobnou rozlohu, s tím rozdílem, že západní hranice 
vzorkování zasahuje na území Irska, východní pak tvoří severní Írán. Vzorky z Kypru 
reprezentují izolovanou linii P. pygmaeus cyprius. Z Kréty a Libye pochází vzorky P. hanaki. 
 
 
Obr. 11: Mapa vzorkování Pipistrellus pygameus. Barvy odpovídají barvám v haplotypové síti. 
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Obr 12: Mapa vzorkování P. hanaki. Barvy odpovídají barvám v haplotypové síti. 
 
4.2 Fylogenetické analýzy 
V programu MODELTEST 3.7 (Posada & Crandall 1998) byl pomocí hierarchického 
testu věrohodnosti (hLRTs) navržen evoluční model TrN + I + G model. Akaikovo 
informační kritérium upřednostnilo sekvenční evoluční model TIM + I + G. Navržené 
evoluční modely zobrazuje tabulka Tab.4 
Genealogické vztahy mezi haplotypy znázorňuje haplotypová síť (Obr. 13), získaná 
metodou Median-joining. Pro Pipistrellus pipistrellus je příznačný fenomén isolation  
by distance. Genetická vzdálenost populací stoupá s geografickou vzdáleností.  
Pro Pipistrellus pygmaeus s.str. je charakteristická hvězdicovitá struktura (star-like) 
fylogeneze. 
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Frekvence bazí Substituční rychlost 
Kriterium 
Navržený 
evoluční 
model 
-lnL K AIC 
A C G T A↔C A↔G A↔T C↔G C↔T G↔T
I G 
hLRTs TrN+ I+G 3908.0435 7  0.3018 0.2068 0.1886 0.3028 1.000 16.8494 1.000 1.000 10.3266 1.000 0.3549 0.5588 
AIC TIM+I+G 3899.8381 8 7815.6763 0.3050 0.2021 0.1845 0.3084 1.000 10.7686 0.2623 0.2623 6.4447 1.000 0.3659 0.5788 
 
Tab. 4: Evoluční modely navržené programem MODELTEST 3.7
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Obr. 13: Median joining network zobrazující genealogické vztahy v rámci druhového komplexu Pipistrellus pipistrellus. Haplotypy jsou znázorněny barevnými kruhy. Velikost 
kruhů odpovídá počtu jedinců s daným haplotypem. Žlutě jsou označeny hypotetické haplotypy. Čísla na spojnicích označují počet mutací mezi haplotypy (vyznačeno pro n > 1).
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Haplotypová síť obsahuje 3 hlavní skupiny, které mají stejné či podobné haplotypy: 
1) Pipistrellus pipistrellus s. l., reprezentovaný relativně blízkými klastry z Evropy a Asie  
a dvěma distantními skupinami z jihozápadního (Maghreb) a centrálního Mediteránu. Jak je 
patrno, na rozdíl od Pipistrellus pygmaeus, postrádá Pipistrellus pipistrellus centrální 
haplotyp. Klastry z  Maghrebu a centrálního Mediteránu zastupují částečně sympatrické linie 
s genetickou vzdáleností okolo 10–11 % (viz Tab. 5), což je srovnatelné s genetickou 
vzdáleností P. pipistrellus s. str. a P. pygmaeus s. str. Jedna linie s disjunktním areálem  
a 6 klastry pochází z oblasti Maroka, Korsiky, Sicílie a Malty a druhá s 6 klastry z oblasti 
Maroka, Alžíru a Tuniska.  
2) Pipistrellus pygmaeus s. str. s centrálním haplotypem, která zastupuje irské, švýcarské, 
středoevropské, balkánské, íránské a ruské vzorky, tedy materiál z různých geografických 
oblastí. Nejdistantnější pozici má skupina z Kypru, která obsahuje 6 haplotypů. 
3) Pipistrellus hanaki z území Kréty a Libye čítá 14 haplotypů (3 z Libye  
a 11 z Kréty). Sekvence dvou krétských jedinců (Crete 59, Crete 67) vykazovaly 22 pb 
dlouhou synapomorfickou inserci. 
 
a) 
  Ppip Ppip MAG Ppip MED Phan Ppyg Pcyp 
Ppip       
Ppip MAG 0.008-0.168      
Ppip MED 0.048-0.155 0.053-0.152     
Phan 0.111-0.179 0.135-0.172 0.097-0.164    
Ppyg 0.101-0.184 0.131-0.195 0.107-0.164 0.063-0.126   
Pcyp 0.096-0.172 0.141-0.177 0.143-0.180 0.067-0.130 0.062-0.105  
 
 
b) 
  Ppip Ppip MAG Ppip MED Phan Ppyg Pcyp 
Ppip       
Ppip MAG 0.1130      
Ppip MED 0.1035 0.1207     
Phan 0.1427 0.1520 0.1310    
Ppyg 0.1342 0.1696 0.1319 0.0887   
Pcyp 0.1379 0.1618 0.1596 0.0927 0.0865  
 
Tab. 5: Tabulky zobrazující a) rozmezí hodnot nekorigovaných p-distancí a b) průměrné hodnoty 
nekorigovaných p-distancí mezi haplotypy uvnitř druhového komplexu Pipistrellus pipistrellus;  
P. pipistrellus s. str. (Ppip), P. pipistrellus z oblasti Maghrebu (Ppip MAG), P. pipistrellus  
z centrálního Mediteránu (Pip MED), P. hanaki (Phan), P. pygmaeus s. str. (Ppyg), P. pygmaeus 
cyprius (Pcyp). 
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Některé haplotypy jsou odděleny velkým počtem mutací (průměr: 5,36, rozsah: 2–28). 
Přičemž největší počet mutací (28 mutací z 378 pb, tj. 7,4 %) se nachází mezi linií  
P. pipistrellus s. str. a P. pipistrellus z oblasti Maghrebu. Obdobně vysoký počet mutací (19) 
se objevuje mezi P. pipistrellus s. str. a klastrem P. pipistrellus z Maghrebu. Zajímavá situace 
nastala u P. hanaki a P. pygmaeus cyprius, kteří jsou od skupiny P. pygmaeus s. str. odděleni 
21 mutacemi. 
 
4.3 Popisné populační charakteristiky 
Unimodální hladký průběh mismatch distibution ukazující na populační nárůst je 
patrný jen u linie P. pygmaeus s. str. U ostatních linií byl zjištěn multimodální charakter, 
typický pro stacionární populace. Získané hodnoty raggedness statistiky (viz Obr. 14) se 
průkazně liší (r < 0,05) pouze v případě P. pipistrellus s. str. V tomto případě je to 
zapřičiněno složitým průběhem změn populační velikosti. Průběh zjištěný u P. pipistrellus 
v severní Africe může poukazovat na přítomnost více klastrů v rámci jedné linie,  
což by odpovídalo struktuře haplotypové sítě (Obr. 13). Analýzy založené na párových 
srovnáních však nevyužívají všechnu informaci obsaženou v datech, realističtější pohled  
na průběh změn populační velikosti byl získán metodou BSP (viz níže). 
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Obr. 14: Studovaná a očekávaná křivka populační velikosti vytvořená metodou mismatch distribution 
pro kontrolní oblast mt DNA a výsledky raggedness statistiky. Osa x zobrazuje počet nukleotidových 
rozdílů mezi sekvencemi a osa y frekvenci. A) P. pipistrellus s. str., B) P. pipistrellus JZ, C) P. 
pygmaeus s.str., D) P. pygmaeus cyprius, E) P. hanaki.  
 
Výsledky genetické variability uvnitř populací a dílčích linií zobrazují Tab. 6 a Tab.7. 
Vysoké hodnoty nukleotidové a haplotypové diverzity ukazují na dlouhodobě rozsáhlou 
velikost populace, jak je tomu u mediteránních populací P. pipistrellus, kdežto nízké hodnoty 
reflektují recentní expanzi, což je nejvíce patrné P. pygmaeus s. str. Stejně tak severní 
populace P. pipistrellus vykazují recentní expanzi. Výsledky odpovídají struktuře 
haplotypové sítě. 
             Nejsilnější signál populačního růstu byl zaznamenán u P. pygmaeus s. str.  
(exp = 9.096) a u P. pipistrellus s. str. (exp = 4.337). Hodnoty expanzního koeficientu jsou 
v souladu s výsledky Tajimova testu (Tajima’s D pro P. pygmaeus s. str. = -1.774,  
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Tajima’s D pro P. pipistrellus s. str. = -0.776). Hodnoty  všech vyšetřovaných linií  
(viz Tab. T7) Tajimova testu nebyly statisticky signifikantní. Ačkoliv hodnoty Fu’s a Fs testu  
u P. pipistrellus s. str. a P. pygmaeus s. str. byly vysoce negativní, nebyly signifikantní. 
Výsledky Fu’s a Fs a Tajima’s D testu pro vzorky z Maroka vyšly signifikatně, Fu’s a Fs testy 
byly dokonce vysoce signifikantní, což je způsobeno tím, že marocké populace zahrnují oba 
distatní jihozápadní klastry. 
 
  
 
 
Pipistrellus pipistrellus 
country N S Nh h π Fu & Li‘s F* 
Fu & Li‘s 
D* Fu‘s Fs Tajima‘s D exp 
Cyprus 6 10 2 0.333 0.010 -1.580 -1.470 4.298 -1.435 2.568 
Czech rep. 20 14 9 0.874 0.010 -0.272 0.056 -1.834 -0.941 3.561 
Germany 5 7 4 0.900 0.011 -0.778 -0.747 -0.332 -0.747 1.747 
Greece 7 30 7 1.000 0.039 -0.565 -0.475 -1.357 -0.639 2.014 
Iran 9 27 5 0.833 0.033 0.121 0.025 3.238 0.368 2.165 
Lebanon 8 19 5 0.857 0.028 0.861 0.827 1.900 0.603 1.802 
Morocco 12 32 6 0.848 0.049 1,987** 1,603** 4.895 2,140* 1.736 
Poland 5 4 2 0.400 0.006 -1.113 -1.094 2.202 -1.094 1.856 
Russia 14 28 11 0.967 0.019 -1.647 -1.438 -3.233 -1.431 3.961 
Slovakia 15 17 13 0.981 0.012 -1.195 -0.929 -8.856 -1.332 3.627 
Syria 9 30 7 0.944 0.040 0.222 0.151 0.760 0.346 1.994 
Turkey 6 32 5 0.933 0.051 0.906 0.801 1.607 0.929 1.670 
P. hanaki 
Crete 21 8 7 0.714 0.011 0.531 0.174 0.186 1.153 1.907 
Libya 6 5 3 0.733 0.009 1.102 0.939 1.624 1.389 1.556 
P. pygmaeus 
Corsica (FR) 6 3 3 0.600 0.004 -1.318 -1.260 -0.189 -1.233 2.205 
Czech rep. 15 8 9 0.848 0.006 -1.428 -1.220 -5.601 -1.316 3.779 
France 13 2 3 0.705 0.003 1.122 0.953 0.553 1.102 1.890 
Greece 7 9 4 0.810 0.011 -0.338 -0.256 0.870 -0.492 2.145 
Iran 12 8 7 0.846 0.006 -0.828 -0.594 -2.549 -1.099 3.713 
Ireland 27 44 10 0.869 0.025 -0.027 0.753 1.110 -1.667 4.731 
Poland 10 8 5 0.667 0.007 -1.474 -1.284 -0.706 -1.399 3.112 
Russia 26 17 18 0.945 0.010 -1.721 -1.479 -14.793 -1.453 4.636 
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Slovakia 10 9 6 0.844 0.009 -0.794 -0.595 -1.340 -1.045 2.769 
Switzerland 22 7 4 0.333 0.004 -0.855 -0.635 0.780 -0.993 4.517 
Ukraine 5 5 4 0.900 0.009 0.000 0.000 -0.701 0.000 1.556 
P. pygmaeus cyprius 
Cyprus 17 8 5 0.700 0.011 0.720 0.301 1.820 1.491 1.956 
 
Tab. 6: Tabulka zobrazující genetickou variabilitu mt DNA uvnitř jednotlivých populací; počet vzorků (N), počet segregujících míst (S), počet haplotypů 
(Nh), haplotypová diverzita (h),  nukleotidová diverzita (π), testy detekce populačního růstu (Fu & Li‘s F*, Fu & Li‘s D*, Fu´s Fs a Tajima´s D), expanzní 
koeficient (exp) udává hodnotu signálu populačního růstu. 
 
lineage N S Nh h π Fu & Li‘s F* 
Fu & Li‘s 
D* Fu‘s Fs 
Tajima‘s 
D exp 
P. pipistrellus s.str. 107 77 68 0.985 0.047 -0.598 -0.293 -39.515 -0.776 4.337 
P. pipistrellus SW 20 55 12 0.937 0.066 0.703 0.511 2.511 0.817 2.211 
P. hanaki 27 22 10 0.815 0.028 1.202 1.145 1.805 0.758 2.049 
P. pygmaeus cyprius 17 8 5 0.700 0.011 0.720 0.301 1.820 1.491 1.956 
P. pygmaeus s.str. 157 36 48 0.901 0.010 -2.475 -2.264 -49.001 -1.774 9.096 
 
Tab. 7: Tabulka zobrazující genetickou variabilitu mt DNA v rámci jednotlivých linií. 
 Grafický záznam populační dynamiky poskytuje metoda Bayesian skyline plots.  
Na průběhu grafů lze sledovat fluktuaci populačních početností jednotlivých linií od recentu 
po dobu koalescence zkoumaných sekvencí. Průběh grafu lze sledovat do doby koalescence, 
která je kratší u mělkých genealogií. Černá linie znázorňuje medián odhadu, hranice fialové 
plochy 95% konfidenční interval (interval spolehlivosti).  
 Jak je zřejmé, populace P. pipistrellus z Maghrebu a centrálního Mediteránu  
a P. hanaki mají stabilní křivku populační velikosti. Naopak u obou severních linií  
P. pygmaeus s. str. a P. pipistrellus s. str. vidíme populační nárůst, který byl pravděpodobně 
umožněn nastolením optimálních podmínek po skončení glaciálů. U P. pygmaeus je tento 
nárůst strmější, což odráží rapidnější a recentnější expanzi tohoto druhu. Ta je ostatně patrná 
i z hvězdicovitého uspořádání haplotypů na haplotypové síti (viz. kapitola 4.2). Graf  
u P. pipistrellus má navíc dvoufázový charakter populačního růstu. Kratší populační křivka 
P. pygmaeus s. str. a P. pygmaeus cyprius značí recentnější koalescenci. K diverzifikaci obou 
linií došlo tedy v nedávné době. 
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P. pygmaeus P. pipistrellus
P. hanaki
P. pygmaeus cyprius
P.pip Maghreb a střední 
Mediterán
 
Obr. 15: Bayesian skyline plots znázorňující průběh populační velikosti u jednotlivých linií 
komplexu. Na ose x je čas měřený v jednotkách mutace na nukleotidovou pozici (čas plyne zprava 
doleva, rozsah osy odpovídá období cca 0.8 miliónu let, u P. pipistrellus z Maghrebu a středního 
Mediteránu je rozsah větší). Na ose y je vynesen korelát populační velikosti Neμ. 
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5. DISKUZE 
 
Aplikace mitochondriálních genů, které jsou typické vysokou mutační rychlostí, 
maternální dědičností a absencí rekombinace, je neodmyslitelně spojena s rozvojem 
molekulární fylogeografie u živočišných modelových organismů (např. Kocher et al. 1989, 
Johns & Avise 1998, Nikaido et al. 2001, Triant & DeWoody 2006, Kerth et al. 2008). 
Porovnáním haplotypů lze dosáhnout detailního pohledu na studovaný taxon, získat tak 
přehled o populační struktuře a demografii a popsat tak probíhající mikroevoluční procesy.  
Netopýři patří mezi populární objekty molekulárně evolučních studií, což souvisí  
i s jejich značnou druhovou bohatostí a diverzifikací. Ta je dána především unikátními 
přizpůsobeními, souvisejícími s adaptivní radiací, která následovala získání schopnosti 
aktivního letu a echolokace a diverzifikací spojenou zejména s diferenciací potravních 
strategií (insektivorie, omnivorie, piscivorie, frugivorie, atd. – např. Anděra & Horáček 2005). 
Studium druhové bohatosti je atraktivní také z důvodu vysokého stupně kryptické diverzity 
(Mayer & von Helversen, 2001a) a tedy častou existencí nascentních diverzifikací.  
K nejpoužívanějším markerům u netopýrů rodu Pipistrellus patří gen pro cytochrom b 
(např. Van Den Bussche et al. 1993, Benda et al. 2003a, 2004, Witch et al. 2003, Hulva et al. 
2004, 2007). Použití cytochromu b pro rozřešení divergence mezi skupinami komplexu 
Pipistrellus pipistrellus nebylo vzhledem k vysoké genetické homogenitě komplexu  
P. pipistrellus zcela uspokojivé. Přestože s pomocí tohoto genu bylo možné odhalit 
přítomnost dvou distinktních linií v oblasti Libye a Maroka, nebyl tento marker vhodný 
k odhalení jemnějších genealogických vztahů uvnitř celého komplexu. Za účelem ozřejmění 
detailnější fylogenetické struktury a detekce recentních divergencí studovaných taxonů bylo 
na místě použít rychleji mutující úsek DNA. Tomu odpovídá kontrolní oblast mitochondriální 
DNA (Stöck et al. 2008).  
 
Geografické pokrytí a počet vzorků, na kterém je tato práce založena (viz Obr. 10–12, 
Příloha 1), umožňuje hlubší vhled do vnitropopulační genetické proměnlivosti v různých 
částech areálu. Mozaika linií komplexu Pipistrellus pipistrellus, nacházejících se v různých 
stádiích diverzifikace a sekundárního kontaktu, hlavně v oblasti mediteránního 
biodiverzitního hotspotu, je vhodným modelem pro výzkum speciace. Výsledky umožňují 
vhled do procesů spojených s migračním chováním, kolonizační historií, alopatrickou  
a ostrovní evolucí, již zmíněnou speciací a vznikem reprodukčně izolačních bariér v rámci 
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druhového komplexu. Současně je možno konfrontovat naše výsledky s poměrně bohatým 
fosilním záznamem, který poskytuje přímou evidenci o přítomnosti taxonu na jednotlivých 
územích v průběhu pleistocénu (Horáček et al. 2000, Horáček & Jahelková 2005). 
 
Výsledky molekulární analýzy naznačily, že třetí kodónová pozice vykazovala 
nejvyšší proměnlivost, což je způsobeno degenerací genetického kódu (Van Den Bussche  
et al. 1993, Fumagalli et al. 1996, Hulva et al. 2004, 2007) a zároveň kontrastuje s výsledky 
předchozí práce (Benda et al. 2003a), kde se jako nejvariabilnější místo projevuje první 
kodónová pozice.  
Zajímavá situace nastala u skupiny zahrnující Pipistrellus nathusii a rod Nyctalus 
(zastoupeny druhy N. noctula, N. azoreum, N. leisleri). Stejně jako v práci Stadelmann et al. 
(2004) se v našich výsledcích P. nathusii jevil jako sesterský druh k rodu Nyctalus.  
Naproti tomu dřívější studie, která je založena na markerech 12S rRNA, tRNA Val a 16S 
rRNA poukazuje na sesterskou pozici Pipistrellus pipistrellus k rodu Nyctalus (Hoofer  
& Van Den Bussche, 2003). Rod Nyctalus se opakovaně jeví jako vnitřní skupina rodu 
Pipistrellus. K rozřešení statusu rodu Nyctalus a jeho postavení vůči rodu Pipistrellus by bylo 
třeba dalších studií s větším množstvím jaderných markerů.  
Podrobný vhled do problematiky genetické struktury námi studovaného komplexu 
umožnila haplotypová síť (viz Obr. 13), jejíž topologie odpovídá předchozím fylogenetickým 
studiím, které byly založené na analýze genu pro cytochrom b (Hulva et al. 2004, 2007).  
  
5.1 Pipistrellus pipistrellus s. str. 
Zanalyzované vzorky tohoto druhu reprezentativně pokrývají Euroasijský areál 
rozšíření a tím umožňují vytvoření robustních fylogeografických hypotéz. Vzniklá 
haplotypová síť odhalila středně diverzifikovanou strukturu vykazující fenomén isolation  
by distance. Podobnou situaci objevili např. Flanders et al. (2009) u Rhinolophus 
ferrumequinum, který byl studován na obdobném území (studie navíc zahrnovala vzorky 
z východní Asie). Čím jsou tedy populace od sebe vzdálenější, tím jsou geneticky distantnější, 
genový tok realizovaný samicemi u P. pipistrellus s.str. je tedy v rámci kontinentu limitován 
vzdáleností. Tento výsledek je v rozporu se zjištěními publikovanými v pracích Racey et al. 
(2007), založených na vzorcích z Velké Británie a Bryja et al. (2009) ze střední Evropy. 
Jedním z možných vysvětlení je fakt, že zmíněné studie jsou geograficky limitované  
(cca 800 km) a isolation by distance se projevuje až na delších vzdálenostech. To může být 
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způsobeno disperzním limitem druhu, který bývá označován jako regionální migrant (a dá se 
tedy předpokládat limit disperze okolo 1000 km; Strelkov 1969, Benda et al. 2003b). 
Vzhledem k velmi nízkým návratnostem při capture-recapture studiích (kroužkování) však 
není jisté, jestli je genový tok způsoben spíše migračním chováním nebo disperzí 
subadultních jedinců. Vzhledem k tomu, že v pracích Bryja et al. (2009) a Racey et al. (2007) 
byly použity biparentálně dědičné mikrosatelity, dalším vysvětlením pozorovaného patternu 
je filopatrie samic, což by bylo v souladu se situací u jiných druhů netopýru i jiných savců 
(Lambin 1994, Kerth et al. 2008, Pereira et al. 2009).  
Haplotypová síť zobrazuje hlavní klastr P. pipistrellus s. str., který reprezentuje 
evropské a asijské haplotypy a dva výrazné distantní klastry z JZ Evropy (oblast Maghrebu)  
a centrálního Mediteránu (viz kapitola Výsledky). Zatímco vzdálenost těchto klastrů od hlavní 
skupiny činí pro Maghreb 11 %  a pro centrální Mediterán 10 % (viz Tab. 5b, vzdálenost mezi 
těmito liniemi je 12 %, což téměř odpovídá genetické distanci mezi P. pipistrellus s. str.  
a P. pygmaeus s. str. a zároveň všeobecně akceptované vzdálenosti oddělující samostatné 
kongenerické druhy (Johns & Avise, 1998). K rozřešení této otázky bude potřeba použít  
i jaderné markery a zahrnout do analýz i další vzorky.  
 
Maghrebské refugium zůstává od konce Messinské salinní krize (okolo 5,33 mil let) 
izolované od Iberského poloostrova a podle ostatních taxonomických studií je zřejmé, že bude 
hrát roli biodiverzitního hotspotu častěji než Iberský poloostrov (Lenk et al. 1999, Carranza  
& Arnold 2004, Carranza et al. 2004). Díky své členitosti, na které se do značné míry podílí 
horské masivy, umožňuje posílit izolační efekt a dát tak prostor pro vznik oddělených linií, 
jak je tomu v našem případě. S podobnými případy se setkáváme u jiných živočišných skupin 
jako např. u plazů Agama impalearis (Brown et al. 2002), Podarcis (Harris et al. 2002) nebo 
Natrix maura (Barata et al. 2008). 
Gibraltarský průliv tvoří bariéru pro tok matrilineárních mitochondriálních genů, jak 
ukazují různé haplotypy v Maroku a na Iberském poloostrově. Ovšem jak ukazují analýzy 
jaderné DNA netvoří bariéru pro jaderné lokusy (Hulva et al. in prep), což dokazují podobné 
alely na obou stranách průlivu. Taková situace se dá vysvětlit samičí filopatrií a genovým 
tokem způsobeným disperzí samců. 
Předpokládaná doba oddělení marocké linie od linie P. pipistrellus s. str. ze západního 
Mediteránu spadá do období 1,6–0,9 mil. let. Severní Afrika byla pravděpodobně místem, kde 
došlo k rozdělení komplexu na dvě hlavní linie: P. pipistrellus s. l. a P. pygmaeus s. l. (Hulva 
et al. 2004).  
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Neméně zajímavé jsou dva kyperské haplotypy (v haplotypové síti značeny oranžově, 
viz Obr. 13), které vzhledem k genetické blízkosti s tureckou a levantskou linií mohou 
představovat recentní kolonizační událost a sekundární překryv s  P. pygmaeus cyprius 
(Hulva et al. 2007). Na Kypru se tedy vyskytují dvě mitochondriální varianty (P. pipistrellus 
s. str. a P. pygmaeus cyprius).  Na základě analýzy jaderné DNA byl oproti tomu odhalen 
pouze jeden klastr (Hulva et al. in prep). Patrně se jedná o jadernou DNA typu P. pygmaeus, 
nicméně k přesnému určení, ke kterému typu tento klastr patří budou potřeba konzervativnější 
markery než jsou mikrosatelity. Na Kypru došlo nejpravděpodobněji k introgresi (včlenění 
genů jiného druhu díky mezidruhové hybridizaci a zpětnému křížení s jedním z rodičovských 
druhů) mitochondriální DNA P. pipistrellus do druhu P. pygmaeus. Takový scénář by 
vyžadoval netypickou disperzi samic P. pipistrellus. 
Analýzy populační genetiky uvádí vysoké hodnoty haplotypové a nukleotidové 
diverzity, které jsou typické pro obě linie: P. pipistrellus s. str. (h = 0.985 , π = 0.047)  
a P. pipistrellus JZ (h = 0.937, π = 0.066). 
Zatímco u P. pipistrellus s.str. naznačují demografické parametry expanzi (expanzní 
koeficient: 4.337 a Tajima’s D test: -0.776) (viz Tab. 7), JZ linie P. pipistrellus je 
charakteristická relativně konstantní populační velikostí (expanzní koeficient: 2.211  
a Tajima’s D test:  0.817).  
  Tyto výsledky byly potvrzeny i metodami mismatch distribution a BSP. Graf 
populační dynamiky zobrazený metodou Bayesian skyline plots (Obr. 15) pro linii  
P. pipistrellus s. str. navíc odhalil další detaily populační dynamiky – vyznačuje se 
bimodálním charakterem populačního vzrůstu. Naopak demografická křivka  
pro maghrebskou linii P. pipistrellus naznačuje stabilní tendenci. Fluktuace demografické 
křivky souvisí s enviromentálními změnami v průběhu glaciálů. Zatímco kontinentální linie 
P. pipistrellus s. str. čelila klimatickým výkyvům v průběhu střídání glaciálů a interglaciálů, 
klima v mediteránní oblasti bylo během tohoto období poměrně stabilní (Hewitt 1996), proto 
tedy JZ linie P. pipistrellus nevykazuje výraznější oscilace populační dynamiky. Teprve  
na konci glaciálů se podmínky v kontinentální Evropě natolik změnily, že mohlo dojit 
k expanzi mediteránních druhů směrem na sever (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999, 2000). 
Tomu odpovídá i odhadovaná doba kolonizace Evropy a Asie (skrze Iberský poloostrov) 
před 0,8 mil. lety a následný sekundární překryv areálů s P. pygmaeus, doprovázený 
disruptivní selekcí na echolokační frekvence (Hulva et al. 2004, 2007). 
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5.2 Pipistrellus pygmaeus s. str. 
 Existence tohoto druhu byla objevena teprve nedávno. Ahlén (1981) pozoroval výskyt 
dvou fonotypů (45 kHz a  55 kHz), další studie echolokačních frekvencí v koloniích, které 
naznačily reprodukční izolaci obou forem, provedli Jones & van Parijs (1993) ve Velké 
Británii. Nakonec díky molekulárním analýzám založených na genu pro cytochrom b (Barrat 
et al. 1995, 1997), byla definitivně potvrzena existence dvou kryptických druhů:  
P. pipistrellus a P. pygmaeus. V roce 2003 Mezinárodní komise pro zoologickou 
nomenklaturu schválila název Pipistrellus pipistrellus s fonotypem o koncové frekvenci  
45 kHz a Pipistrellus pygameus s fonotypem o koncové frekvenci 55 kHz. 
 S pomocí kalibrace molekulárních hodin díky relativně bohatému fosilnímu záznamu 
lze odhadnout přibližnou dobu oddělení kladů P. pygmaeus a P. pipistrellus: před 4,1–3,1 mil. 
lety v severní Africe (viz výše). Ke kolonizaci Evropy přes východní Mediterán došlo 
pravděpodobně před 0,25 mil. lety (Hulva et al. 2004).  
Vyšetřované vzorky reprezentativně pokryly areál rozšíření a tím umožnily základní 
popis genetické architektury druhu. V porovnání s  P. pipistrellus vytváří haplotypová síť u P. 
pygmaeus hvězdicovitou strukturu s centrálním haplotypem zastupujícím vzorky 
s geografickým rozsahem od Irska po Irán. V blízkosti centrálního haplotypu se nachází 
haplotypy nebo haploskupiny, částečně již geograficky lokalizované (viz haplotypová síť, 
Obr. 13). Podobný pattern rozšíření byl objeven např. u Myotis bechsteinii (Kerth et al. 2008) 
nebo u Tadarida brasiliensis mexicana (Russell et al. 2005). Tato genetická struktura 
poukazuje na současnou kolonizaci nebo přítomnost genetického toku mezi populacemi 
v rámci celého kontinentu. Fylogenetické stromy odpovídají schématu haplotypové sítě  
a zaroveň spolu s ní demonstrovaly mělkou divergenci uvnitř druhu (Hulva et al. 2004, 2007). 
Ta úzce souvisí s recentní radiací.  
Při porovnání hodnot populačních analýz jsme zjistili, že demografické parametry  
(expanzní koeficient: 9.096 a Tajimův test: -1.774; viz Tab. 7) vypovídají o výrazném nárůstu 
populace. V porovnání s ostatními liniemi druhového komplexu byly tyto parametry zdaleka 
nejvyšší. Nízká genetická variabilita byla potvrzena již dříve (Mayer & Helversen 2001b, 
Benda et al. 2003a, Hulva et al. 2004, 2007). Tento jev by mohl být způsoben  
i vysokou úrovní genového toku, což by předpokládalo jiný model sezónních migrací nebo 
disperze než u sesterského druhu P. pipistrellus s.str. Interpretace ve fylogeografických 
souvislostech i výsledky demografických analýz (např. BSP) však spíše ukazují na recentnější 
a intenzivnější populační nárůst spojený s kolonizací severních částí areálu (viz Obr. 15).  
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5.2.1 Pipistrellus pygmaeus cyprius 
Neméně zajímavá je kyperská populace, popsaná jako subspecie P. pygmaeus cyprius 
(Benda et al. 2007), která se nachází nejdále od centrálního haplotypu P. pygmaeus s. str. 
Vzdálenost linie P. pygmaeus cyprius od linie P. pygmaeus s. str. činí 8–9 % (viz Tab. 5). 
Nejbližší známé populace P. pygmaeus s.str. se nalézají v oblasti Balkánu, Thrákie, Kavzkazu 
a Íránu. Sousední oblasti (Turecko, Levanta) jsou kolonizovány linií P. pipistrellus s.str. 
Morfologicky i geneticky se kyperská linie do značné míry podobá pevninskému P. pygameus 
(Benda et al. 2007). Existující odlišnosti mohou být způsobeny přítomností ancestrálních 
znaků (což by odpovídalo statutu reliktní populace v radiačním centru komplexu) i ostrovními 
efekty (evolučními změnami spojenými s efektem zakladatele následovaným genetickým 
driftem, který souvisí jak s malou velikostí zakladatelské populace, tak s malou rozlohou 
ostrova, odlišnými selekčními tlaky aj.)  
Zjištěné výsledky populačně genetických analýz  ukazují nízké hodnoty haplotypové  
a nukleotidové diverzity (h = 0.714, π = 0.011), které se téměř shodují s hodnotami krétského 
P. hanaki (h = 0.700, π = 0.011) (viz též Tab. 6 a Tab. 7). Kladné hodnoty Tajimova testu 
naznačují konstantní populační velikost, čemuž odpovídá i nízká hodnota expanzního 
koeficientu. Krátká bayesiánská populační křivka odpovídá subrecentní koalescenci, z čehož 
vyplývá, že k diverzifikaci této linie, podobně jako u P. pygmaeus s. str., došlo v nedávné 
době.  
 
5.3 Pipistrellus hanaki 
 Recentně popsaný P. hanaki (Hulva et Benda, 2004) byl původně objeven na území 
Kyrenaiky (východní Libye) a byl tak považován za endemický druh mediteránní části Libye 
(Benda et al. 2004). Následující studie však potvrdily jeho výskyt na geograficky relativně 
blízkém ostrově Kréta (Hulva et al. 2007). Nutno podotknout, že na území Kréty se P. hanaki 
nachází jako jediný zástupce celého komplexu. 
S pomocí kalibrace molekulárních hodin můžeme přibližně odhadnout dobu 
divergence P. hanaki a P. pygmaeus s. str., která spadá do období pozdního pliocénu  
(2,1–1,8 mil. let). V souvislosti s ústupem Messinské salinní krize a tedy opětovnému 
zvednutí hladiny moře došlo k rozdělení areálu na východní a západní část. V západní části se 
diverzifikoval P. pipistrellus, ve východní pak klad P. hanaki – P. pygmaeus (Hulva et al. 
2004, Horáček & Jahelková 2005). Výsledky fylogenetických analýz odpovídají předchozím 
výsledkům, které publikoval Benda et al. (2008). Ukazují na průměrnou genetickou 
 47
variabilitu obou linií, což koresponduje s námi zjištěnými hodnotami (viz Tab. 6 a Tab. 7). 
Zkoumaní krétští jedinci byli umístěni do jednoho kladu s vysokou statistickou podporou, 
nicméně tato větev tvořila sesterskou skupinu libyjským jedincům s genetickou vzdáleností 
3,8 % (Benda et al. 2008).  
Benda et al. (2004, 2008) podrobil exempláře z Kréty a Libye důkladné morfometrické 
analýze a zjistil, že navzdory blízké příbuznosti potvrzené molekulárními znaky se krétský  
P. hanaki podobá spíše kyperským P. pygmaeus cyprius než konspecifické formě z Libye 
nebo evropským či asijským vzorkům P. pygmaeus. Vzhledem k těmto morfometrickým 
rozdílům Benda et al. (2008) navrhují, aby P. hanaki z Kréty tvořil, obdobně jako  
P. pygameus cyprius z Kypru, samostatný poddruh P. hanaki creticus. 
Výsledky demografických analýz P. hanaki jsou ovlivněny relativně malým počtem 
vzorků. Hodnoty haplotypové (h = 0.815) a nukleotidové diverzity (π = 0.028) nabývají 
v porovnání s ostatními zástupci komplexu průměrných hodnot. Tajimův test a expanzní 
koeficient budou poukazovat na stabilitu populace.  
Křivka populační dynamiky (Obr. 15), podobně jak je tomu u P. pipistrellus 
z Maghrebu a středního Mediteránu, znázorňuje konstantní velikost populace, která je 
příznačná pro relativně stabilní mediteránního klima v dobách glaciálů. Pravděpodobně tato 
stabilita byla příčinou absence migračních přesunů a genetické uniformity jednotlivých 
populací, což úzce souvisí s nepřítomností genového toku, který je limitován i vlivem 
geografických faktorů (geografická vzdálenost, izolace mořem). 
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6. ZÁVĚRY 
 
o Zkoumaný komplex je podle našich výsledků tvořen několika liniemi:  P. pipistrellus 
s. str., JZ linie P. pipistrellus, P. pygmaeus s. str., P. pygmaeus cyprius a P. hanaki  
z Libye a Kréty. 
 
o Z haplotypové sítě skupiny P. pipistrellus jsou patrné tři linie: euroasijská a dvě 
vzdálenější částečně sympatrické z oblasti Maghrebu a centrálního Mediteránu. 
Genetická distance těchto dvou linií se podobá vzdálenosti mezi P. pipistrellus s. str.  
a P. pygmaeus s. str. a vypovídá tak o možnosti existence více dosud nepopsaných 
druhů. Tato hypotéza však vyžaduje větší dataset vzorků jejich podrobnou analýzu. 
 
o Haplotypová síť Pipistrellus pipistrellus s. str. odhalila středně diverzifikovanou 
strukturu vykazující fenomén isolation by distance. To svědčí o omezeném genovém 
toku zprostředkovném samicemi, při srovnání s předchozími pracemi na regionální 
úrovni se jeví jako disperzní limit pro tento druh vzdálenost cca 1000 km. Není ale 
zřejmé, jestli je genový tok realizován migračním nebo disperzním chováním. 
Demografická analýza ukázala dvě fáze populačního nárůstu během pleistocénu,  
což     souvisí se změnami v průběhu střídání glaciálů a interglaciálů.  
 
o Haplotypová síť Pipistrellus pygmaeus s. str. na rozdíl od P. pipistrellus nevytváří 
hlubší genealogickou strukturu, ale tzv. hvězdicovitou strukturu s centrálním 
haplotypem, která je příznačná pro recentní populační expanzi. Tato interpretace byla 
podpořena i všemi demografickými analýzami. 
 
o Na Kypru se vyskytuje samostatná linie P. pygmaeus, recentně popsaná jako poddruh 
P. pygmaeus cyprius.  
 
o Na území Lybie a Kréty se ve dvou relativně distantních populacích vyskytuje 
nedávno popsaný druh Pipistrellus hanaki.  
 
o Mediteránní linie (JZ P. pipistrellus, P. hanaki, P. pygmaeus cyprius) jsou 
charakteristické relativně stabilní populační velikostí během pleistocénu. To je 
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pravděpodobně způsobeno relativně stabilním klimatem a menším vlivem glaciálních 
jevů v této oblasti.  
 
o Introgrese mtDNA na Kypru ukazuje, že v této oblasti zřejmě nedošlo k ustanovení 
úplných reprodukčně izolačních bariér mezi oběma hlavními liniemi komplexu  
(P. pipistrellus a P. pygmaeus) a může zde docházet k hybridizaci. 
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8. PŘÍLOHY 
Příloha 1: Kompletní seznam vzorků, které byly použity pro genetické analýzy. 
 
druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pipistrellus pb2682 Morocco Ait-Ali, 5 km NW, Oued Dades 2.9.2003 HM106051 
P. pipistrellus pb2687 Morocco Tamtattouchte, 5 km SW 3.9.2003 HM106051 
P. pipistrellus pb2646 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 28.8.2003 HM106050 
P. pipistrellus pb3942 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106053 
P. pipistrellus pb3944 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106054 
P. pipistrellus pb3945 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106051 
P. pipistrellus pb3946 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106055 
P. pipistrellus pb3947 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106053 
P. pipistrellus pb3948 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106056 
P. pipistrellus pb3949 Morocco Bekrite (Azrou), 5 km SE 27.4.2008 HM106050 
P. pipistrellus Pip1 ALG Algeria Bouira 20.6.2009 HM106057 
P. pipistrellus Pip2 ALG Algeria Bouira 21.6.2009 HM106057 
P. pipistrellus Pip1 TUN Tunisia Zaghouan 29.6.2009 HM106058 
P. pipistrellus Pip2 TUN Tunisia Zaghouan 29.6.2009 HM106058 
P. pipistrellus M7b Malta Chadwick lakes 12.5.2009 HM106049 
P. pipistrellus SI2 Sicily Grotte della Gurfa o dei Saraceni 15.6.2007 HM106048 
P. pipistrellus 310 Corsica Eglise de Cuttoli-Corticchiato 19.5.2006 HM106047 
P. pipistrellus Ju2x21540_2 Spain Logrono  HM106112 
P. pipistrellus JuC_2290_3 Spain Cádiz  HM106114 
P. pipistrellus JuCI_613_4 Spain Cádiz  HM106113 
P. pipistrellus HOY11 Germany Hoyerswarda  HM106061 
P. pipistrellus HOY13 Germany Hoyerswarda  HM106068 
P. pipistrellus HOY14 Germany Hoyerswarda  HM106069 
P. pipistrellus HOY16 Germany Hoyerswarda  HM106067 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pipistrellus HOY17 Germany Hoyerswarda  HM106068 
P. pipistrellus MHNG 1882.055 Switzerland Genève, Bernex  HM106115 
P. pipistrellus CIZ10 Czech Republic Čízice  HM106062 
P. pipistrellus CIZ11 Czech Republic Čízice  HM106065 
P. pipistrellus CIZ12 Czech Republic Čízice  HM106065 
P. pipistrellus CIZ14 Czech Republic Čízice  HM106062 
P. pipistrellus CIZ16 Czech Republic Čízice  HM106066 
P. pipistrellus LIB1 Czech Republic Libštát  HM106062 
P. pipistrellus LIB12 Czech Republic Libštát  HM106067 
P. pipistrellus LIB13 Czech Republic Libštát  HM106067 
P. pipistrellus LIB14 Czech Republic Libštát  HM106062 
P. pipistrellus LIB16 Czech Republic Libštát  HM106062 
P. pipistrellus ZOF10 Czech Republic Žofín  HM106063 
P. pipistrellus ZOF11 Czech Republic Žofín  HM106064 
P. pipistrellus ZOF12 Czech Republic Žofín  HM106064 
P. pipistrellus ZOF14 Czech Republic Žofín  HM106064 
P. pipistrellus ZOF16 Czech Republic Žofín  HM106064 
P. pipistrellus BAB1 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106059 
P. pipistrellus BAB10 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106060 
P. pipistrellus BAB11 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106061 
P. pipistrellus BAB12 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106062 
P. pipistrellus BAB12 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106062 
P. pipistrellus BAB13 Czech Republic Babylon - Kramolín  HM106060 
P. pipistrellus NH 58 Czech Republic   HM106128 
P. pipistrellus SOL12 Slovakia Solirov  HM106109 
P. pipistrellus SOL13 Slovakia Solirov  HM106062 
P. pipistrellus SOL14 Slovakia Solirov  HM106110 
P. pipistrellus SOL15 Slovakia Solirov  HM106111 
P. pipistrellus SOL17 Slovakia Solirov  HM106068 
P. pipistrellus RUS12 Slovakia Ruské  HM106101 
P. pipistrellus RUS15 Slovakia Ruské  HM106102 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pipistrellus RUS16 Slovakia Ruské  HM106103 
P. pipistrellus RUS17 Slovakia Ruské  HM106104 
P. pipistrellus RUS18 Slovakia Ruské  HM106103 
P. pipistrellus SNM10 Slovakia Slanské Nové Město  HM106105 
P. pipistrellus SNM11 Slovakia Slanské Nové Město  HM106106 
P. pipistrellus SNM12 Slovakia Slanské Nové Město  HM106107 
P. pipistrellus SNM14 Slovakia Slanské Nové Město  HM106108 
P. pipistrellus SNM15 Slovakia Slanské Nové Město  HM106107 
P. pipistrellus STO1 Poland Stolec  HM106067 
P. pipistrellus STO10 Poland Stolec  HM106067 
P. pipistrellus STO11 Poland Stolec  HM106067 
P. pipistrellus STO12 Poland Stolec  HM106088 
P. pipistrellus STO13 Poland Stolec  HM106067 
P. pipistrellus MHNG 1807.089 Cyprus Troodos Forest 5.9.2000 HM106086 
P. pipistrellus P1 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106086 
P. pipistrellus P13 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106086 
P. pipistrellus P14 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106086 
P. pipistrellus P16/09 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106086 
P. pipistrellus P6 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106087 
P. pipistrellus MHNG 1807.053 Greece St. Jean de Prodrome 17.7.2000 HM106072 
P. pipistrellus MHNG 1807.055 Greece Mt. Parnass, Corycian Grotta 31.7.2000 HM106073 
P. pipistrellus MHNG 1807.056 Greece Mt. Parnass, Corycian Grotta 31.7.2000 HM106074 
P. pipistrellus MHNG 1807.057 Greece Mt. Parnass, Corycian Grotta 31.7.2000 HM106075 
P. pipistrellus MHNG 1807.096 Greece Lesvos, Ag. Isidoros, Plomari 12.9.2000 HM106076 
P. pipistrellus MHNG 1807.051 Greece Prespa, Pili 13.7.2000 HM106070 
P. pipistrellus MHNG 1807.052 Greece Prespa, Pili 13.7.2000 HM106071 
P. pipistrellus 35 Syria Maalula 30.4.2001 HM106121 
P. pipistrellus 36 Syria Maalula 30.4.2001 HM106122 
P. pipistrellus 37 Syria Maalula 30.4.2001 HM106121 
P. pipistrellus Be 1178 Syria Slinfeh 29.6.1998 HM106120 
P. pipistrellus pb1176 Syria Slinfeh 29.6.1998 HM106118 
 63 
druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pipistrellus pb1177 Syria Slinfeh 29.6.1998 HM106119 
P. pipistrellus pb1902 Syria Sarghaya 28.5.2001 HM106116 
P. pipistrellus pb1903 Syria Sarghaya 28.5.2001 HM106117 
P. pipistrellus LE101 Lebanon Er Rouais Cave 26.6.2006 HM106084 
P. pipistrellus LE102 Lebanon Afqa Cave 26.6.2006 HM106085 
P. pipistrellus LE103 Lebanon Afqa Cave 26.6.2006 HM106081 
P. pipistrellus LE105 Lebanon Afqa Cave 26.6.2006 HM106081 
P. pipistrellus LE117 Lebanon Qadisha cave 27.6.2006 HM106081 
P. pipistrellus LE12 Lebanon Nahr es Safa 22.6.2006 HM106082 
P. pipistrellus LE13 Lebanon Nahr es Safa 22.6.2006 HM106083 
P. pipistrellus LE22 Lebanon Pont al Khalass 23.6.2006 HM106083 
P. pipistrellus TR2 Turkey Kapadokia, Göreme 25.9.2009 HM106123 
P. pipistrellus TR3 Turkey Kapadokia, Göreme 26.9.2009 HM106124 
P. pipistrellus TR4 Turkey Kapadokia, Göreme 27.9.2009 HM106125 
P. pipistrellus TR5 Turkey Kapadokia, Göreme 28.9.2009 HM106126 
P. pipistrellus TR6 Turkey Kapadokia, Göreme 29.9.2009 HM106126 
P. pipistrellus TR52 Turkey Akbez 29.9.2009 HM106127 
P. pipistrellus № 1Ppip Derb Russia Derbentskaya mine 1.11.2008 HM106099 
P. pipistrellus № 2 Ppip Derb Russia Derbentskaya mine 1.11.2008 HM106100 
P. pipistrellus Ppip1 Russia Lianovaya cave 7.9.2008 HM106090 
P. pipistrellus Ppip2 Russia Lianovaya cave 7.9.2008 HM106091 
P. pipistrellus Ppip3 Russia Lianovaya cave 7.9.2008 HM106092 
P. pipistrellus Ppip4 Russia Lianovaya cave 7.9.2008 HM106093 
P. pipistrellus Ppip5 Russia Lianovaya cave 7.9.2008 HM106094 
P. pipistrellus Ppip6 Russia Masesta River, Sochi 10.9.2008 HM106095 
P. pipistrellus Ppip7 Russia Masesta River, Sochi 10.9.2008 HM106096 
P. pipistrellus Ppip8 Russia Masesta River, Sochi 10.9.2008 HM106097 
P. pipistrellus Ppip9 Russia Masesta River, Sochi 10.9.2008 HM106096 
P. pipistrellus Ppip10 Russia Krasnaya Polyana 13.9.2008 HM106098 
P. pipistrellus Ppyg31 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106089 
P. pipistrellus Be IRA35 Iran Yazd 4.5.1997 HM106077 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pipistrellus 3241 Iran 2 km E Tunel-e-Golestan 26.5.2006 HM106052 
P. pipistrellus 3242 Iran 2 km E Tunel-e-Golestan 26.5.2006 HM106052 
P. pipistrellus pb3239 Iran 2 km E Tunel-e-Golestan 26.5.2006 HM106080 
P. pipistrellus pb3240 Iran 2 km E Tunel-e-Golestan 26.5.2006 HM106052 
P. pipistrellus pb3191 Iran Shurlaq 18.5.2006 HM106078 
P. pipistrellus pb3233 Iran 10 km NW Emam Qoli 24.5.2006 HM106079 
P. hanaki Be 2129 Libya Wadi al Minshiyah 17.5.2002 HM106044 
P. hanaki Be 2136 Libya Arqub ash Shafshaf 18.5.2002 HM106044 
P. hanaki Be 2137 Libya Arqub ash Shafshaf 18.5.2002 HM106044 
P. hanaki Be 2142 Libya Wadi al Kuf 19.5.2002 HM106045 
P. hanaki Be 2151 Libya Wadi al Kuf 20.5.2002 HM106046 
P. hanaki Be 2152 Libya Wadi al Kuf 20.5.2002 HM106046 
P. hanaki Crete 5 Crete Archea Eleftherna, Aravanes 12.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 10 Crete Archea Eleftherna, Aravanes 13.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 11 Crete Archea Eleftherna, Aravanes 13.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 12 Crete Archea Eleftherna, Aravanes 13.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 13 Crete Archea Eleftherna, Aravanes 13.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 41 Crete Argyropouli, Mouselas-Tal  16.8.2008 HM106033 
P. hanaki Crete 48 Crete Omalos, Spilion Tzani cave  17.8.2008 HM106036 
P. hanaki Crete 49 Crete Agia Irini 18.8.2008 HM106035 
P. hanaki Crete 51 Crete Agia Irini 18.8.2008 HM106037 
P. hanaki Crete 54 Crete Agia Irini 18.8.2008 HM106038 
P. hanaki Crete 59 Crete Agia Irini 18.8.2008 HM106034 
P. hanaki Crete 60 Crete Agia Irini 18.8.2008 HM106039 
P. hanaki Crete 61 Crete Limni 19.8.2008 HM106040 
P. hanaki Crete 67 Crete Limni 19.8.2008 HM106041 
P. hanaki Crete 69 Crete Limni 19.8.2008 HM106035 
P. hanaki pb3380 Crete Omalos, Spilion Tzani cave  1.10.2006 HM106043 
P. hanaki pb3951 Crete Zaros 25.5.2008 HM106033 
P. hanaki pb3972 Crete Monastiraki  2.6.2008 HM106033 
P. hanaki pb3977 Crete Rouva Forest, Agios Ioannis   4.6.2008 HM106042 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. hanaki pb3979 Crete Rouva Forest, Agios Ioannis   4.6.2008 HM106033 
P. hanaki pb3981 Crete Rouva Forest, Agios Ioannis   4.6.2008 HM106033 
P. pygmaeus P10 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106031 
P. pygmaeus P12 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106028 
P. pygmaeus P15 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106032 
P. pygmaeus P17/09 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106028 
P. pygmaeus P3 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106027 
P. pygmaeus P5 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106030 
P. pygmaeus P8 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106028 
P. pygmaeus P9 Cyprus Kryos River, Trodos Mt. 2.8.2009 HM106028 
P. pygmaeus pb2809 Cyprus Troodos Forest, Kakopetria 11.4.2005 HM106027 
P. pygmaeus pb2814 Cyprus Troodos Forest 13.4.2005 HM106028 
P. pygmaeus pb2816 Cyprus Troodos Forest 13.4.2005 HM106027 
P. pygmaeus pb2817 Cyprus Troodos Forest 13.4.2005 HM106027 
P. pygmaeus pb2818 Cyprus Troodos Forest 13.4.2005 HM106028 
P. pygmaeus pb2821 Cyprus Kelefou bridge 16.4.2005 HM106029 
P. pygmaeus pb2822 Cyprus Kelefou bridge 16.4.2005 HM106027 
P. pygmaeus pb2823 Cyprus Kelefou bridge 16.4.2005 HM106028 
P. pygmaeus pb2824 Cyprus Kelefou bridge 16.4.2005 HM106027 
P. pygmaeus pb3274 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad  28.5.2006 HM105982 
P. pygmaeus pb3275 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad  28.5.2006 HM105983 
P. pygmaeus 3277 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105983 
P. pygmaeus 3278 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105984 
P. pygmaeus 3279 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105985 
P. pygmaeus 3280 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105986 
P. pygmaeus 3281 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105986 
P. pygmaeus 3282 Iran Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 28.5.2006 HM105980 
P. pygmaeus 3294 Iran 5 km S Tutaki  3.6.2006 HM105980 
P. pygmaeus 3295 Iran 5 km S Tutaki  3.6.2006 HM105987 
P. pygmaeus 3296 Iran 5 km S Tutaki  3.6.2006 HM105980 
P. pygmaeus pb3293 Iran 5 km S Tutaki  3.6.2006 HM105980 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pygmaeus Be 836 Turkey Velika Koprüsü 30.8.1996 HM106022 
P. pygmaeus Ppyg1 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105999 
P. pygmaeus Ppyg2 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106100 
P. pygmaeus Ppyg3 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Ppyg4 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106001 
P. pygmaeus Ppyg5 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106002 
P. pygmaeus Ppyg6 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105999 
P. pygmaeus Ppyg7 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106003 
P. pygmaeus Ppyg8 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105989 
P. pygmaeus Ppyg9 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105984 
P. pygmaeus Ppyg10 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106004 
P. pygmaeus Ppyg11 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106005 
P. pygmaeus Ppyg12 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106006 
P. pygmaeus Ppyg13 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106007 
P. pygmaeus Ppyg14 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106008 
P. pygmaeus Ppyg15 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106009 
P. pygmaeus Ppyg17 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Ppyg18 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106010 
P. pygmaeus Ppyg20 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106011 
P. pygmaeus Ppyg21 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105963 
P. pygmaeus Ppyg22 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106012 
P. pygmaeus Ppyg23 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Ppyg26 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106001 
P. pygmaeus Ppyg27 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM106013 
P. pygmaeus Ppyg28 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Ppyg29 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Ppyg30 Russia Dzykhra reservoir  7.9.2008 HM105980 
P. pygmaeus Be 2042 9 Greece Simopoulo 23.8.2001 HM105978 
P. pygmaeus Be 2047 10 Greece Artiki 25.8.2001 HM105980 
P. pygmaeus Be 2056 11 Greece Anthiro 31.8.2001 HM105980 
P. pygmaeus Be 2067 13 Greece Dimítra 1.9.2001 HM105981 
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P. pygmaeus Be 914 3 Greece Sparta 17.9.1996 HM105980 
P. pygmaeus MHNG 1807.058 Greece Nea Ilis 4.8.2000 HM105978 
P. pygmaeus MHNG 1807.060 Greece Rendina 28.7.2000 HM105979 
P. pygmaeus PIS1 Ukraine Pisocne jaziro 8.6.2007 HM105972 
P. pygmaeus PIS10 Ukraine Pisocne jaziro 8.6.2007 HM106025 
P. pygmaeus PIS11 Ukraine Pisocne jaziro 8.6.2007 HM105970 
P. pygmaeus PIS12 Ukraine Pisocne jaziro 8.6.2007 HM106026 
P. pygmaeus PIS13 Ukraine Pisocne jaziro 8.6.2007 HM106025 
P. pygmaeus BLA1 Slovakia Bratislava 27.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus BLA10 Slovakia Bratislava 27.7.2006 HM105967 
P. pygmaeus BLA11 Slovakia Bratislava 27.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus BLA13 Slovakia Bratislava 27.7.2006 HM106016 
P. pygmaeus BLA16 Slovakia Bratislava 27.7.2006 HM106017 
P. pygmaeus TRV1 Slovakia Trebišov 3.6.2007 HM105970 
P. pygmaeus TRV10 Slovakia Trebišov 3.6.2007 HM106014 
P. pygmaeus TRV12 Slovakia Trebišov 3.6.2007 HM106015 
P. pygmaeus TRV2 Slovakia Trebišov 3.6.2007 HM106014 
P. pygmaeus TRV3 Slovakia Trebišov 3.6.2007 HM105970 
P. pygmaeus BIA1 Poland Bialowieza 18.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus BIA10 Poland Bialowieza 18.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus BIA12 Poland Bialowieza 18.7.2006 HM105997 
P. pygmaeus BIA14 Poland Bialowieza 18.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus BIA15 Poland Bialowieza 18.7.2006 HM105998 
P. pygmaeus GOR1 Poland Gorki 3.7.2007 HM105970 
P. pygmaeus GOR10 Poland Gorki 3.7.2007 HM105967 
P. pygmaeus GOR11 Poland Gorki 3.7.2007 HM105996 
P. pygmaeus GOR12 Poland Gorki 3.7.2007 HM105970 
P. pygmaeus GOR13 Poland Gorki 3.7.2007 HM105970 
P. pygmaeus NOV10 Czech Republic Novosedly 18.5.2006 HM105970 
P. pygmaeus NOV11 Czech Republic Novosedly 18.5.2006 HM105970 
P. pygmaeus NOV12 Czech Republic Novosedly 18.5.2006 HM105972 
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P. pygmaeus NOV14 Czech Republic Novosedly 18.5.2006 HM105970 
P. pygmaeus NOV15 Czech Republic Novosedly 18.5.2006 HM105970 
P. pygmaeus TRE10 Czech Republic Třeboň 11.7.2006 HM105973 
P. pygmaeus TRE11 Czech Republic Třeboň 11.7.2006 HM105973 
P. pygmaeus TRE13 Czech Republic Třeboň 11.7.2006 HM105974 
P. pygmaeus TRE14 Czech Republic Třeboň 11.7.2006 HM105975 
P. pygmaeus TRE15 Czech Republic Třeboň 11.7.2006 HM105970 
P. pygmaeus TYN1 Czech Republic Týnec 10.5.2006 HM105967 
P. pygmaeus TYN10 Czech Republic Týnec 10.5.2006 HM105968 
P. pygmaeus TYN13 Czech Republic Týnec 10.5.2006 HM105969 
P. pygmaeus TYN14 Czech Republic Týnec 10.5.2006 HM105970 
P. pygmaeus TYN15 Czech Republic Týnec 10.5.2006 HM105971 
P. pygmaeus M1263 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1264 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1265 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM105980 
P. pygmaeus M1266 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1267 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1268 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1269 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1270 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106020 
P. pygmaeus M1271 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM105980 
P. pygmaeus M1272 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1273 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1274 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1275 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1276 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106021 
P. pygmaeus M1277 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1278 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1279 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1280 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus M1281 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pygmaeus M1282 Switzerland Genève, Grand-Saconnex 8.1.2004 HM106019 
P. pygmaeus MHNG 1826.046 Switzerland Genève, Pinchat  HM106019 
P. pygmaeus MHNG 1828.050 Switzerland Genève, Route de Ferney  HM106019 
P. pygmaeus Rome 3 Italy Rome  HM106023 
P. pygmaeus Rome 4 Italy Rome  HM106024 
P. pygmaeus 1174 Corsica Borgo  HM105977 
P. pygmaeus 11061 Corsica Borgo  HM105963 
P. pygmaeus 11062 Corsica Borgo  HM105976 
P. pygmaeus 11063 Corsica Borgo  HM105976 
P. pygmaeus 11065 Corsica Borgo  HM105976 
P. pygmaeus 11066 Corsica Borgo  HM105977 
P. pygmaeus 11067 Corsica Borgo  HM105976 
P. pygmaeus 11068 Corsica Borgo  HM105963 
P. pygmaeus 11069 Corsica Borgo  HM105977 
P. pygmaeus 11070 Corsica Borgo  HM105963 
P. pygmaeus 11071 Corsica Borgo  HM105976 
P. pygmaeus 11072 Corsica Borgo  HM105977 
P. pygmaeus 11073 Corsica Borgo  HM105977 
P. pygmaeus 344 Corsica Isolellu 14.08.06 HM105963 
P. pygmaeus 350 Corsica Rospa-Sorba, Caralba  09.07.07 HM105964 
P. pygmaeus 351 Corsica Cave Piana  07.07.07 HM105965 
P. pygmaeus 352 Corsica Cave Piana  07.07.07 HM105963 
P. pygmaeus 353 Corsica Cave Piana  07.07.07 HM105966 
P. pygmaeus 354 Corsica Cave Piana  07.07.07 HM105963 
P. pygmaeus B64.147-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105993 
P. pygmaeus B64.150-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105994 
P. pygmaeus B64.151-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105993 
P. pygmaeus B64.152-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105980 
P. pygmaeus B64.153-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105980 
P. pygmaeus B64.154-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105993 
P. pygmaeus B64.155-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105980 
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druh číslo země lokalita datum Ass. No. 
P. pygmaeus B64.157-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105989 
P. pygmaeus B64.164-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105989 
P. pygmaeus B64.167-1 Ireland Donard, Co. Wicklow 25.7.2007 HM105993 
P. pygmaeus B64.171-1 Ireland Terryglass, Co. Tipperary 25.7.2007 HM105993 
P. pygmaeus B64.173-1 Ireland Terryglass, Co. Tipperary 25.7.2007 HM105995 
P. pygmaeus Pip1 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip2 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip3 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105988 
P. pygmaeus Pip4 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip5 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105989 
P. pygmaeus Pip6 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip7 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip8 Ireland Ballykine, Co. Mayo 10.7.2008 HM105963 
P. pygmaeus Pip10 Ireland Rathcormac, Co. Cork  HM105990 
P. pygmaeus Pip11 Ireland Rathcormac, Co. Cork  HM105991 
P. pygmaeus Pip13 Ireland Rathcormac, Co. Cork  HM105980 
P. pygmaeus Pip14 Ireland Rathcormac, Co. Cork  HM105980 
P. pygmaeus Pip15 Ireland Kilmeaden, Co. Waterford 20.9.2007 HM105992 
P. pygmaeus Ju0307051_5 Spain Tarragona  HM105963 
P. pygmaeus Ju1x01002_6 Spain Sevilla  HM106018 
P. pygmaeus Ju1x03106_1 Spain Logrono  HM105963 
      
 
 
 
Příloha 2: Seznam lokalit celkového vzorkování. Námi osekvenované vzorky jsou označeny tzv. Accession number (Ass. No) a jejich počet  
uvádí hodnota N. 
 
pořad. číslo země lokalita GPS datum N Ass. No  
1 Libya Arqub ash Shafshaf 32°52’ N; 22°11’ E 18.5.2002 2 HM106044 
  Wadi al Kuf 32°44’ N; 21°41’ E 19.5.2002, 20.5.2002  3 HM106045, HM106046 
  Wadi al Minshiyah 32°54’ N; 22°03’ E 17.5.2002 1 HM106044 
2 Tunisia Zaghouan 36°23’ N; 10°08’ E 29.6.2009 2 HM106058 
3 Algeria Bouria 36°26’ N; 04°07’ E 20.6.2009, 21.6.2009 2 HM106057 
4 Morocco Ait-Ali, 5 km NW, Oued Dades 31°31' N; 05°56' W 2.9.2003 1 HM106051 
  Bekrite (Azrou), 5 km SE 33°02' N; 05°14' W 28.3.2003, 27.4.2008  8 HM106050, HM106051, 
HM106053, HM106054, 
HM106055, HM106056 
  Tamtattouchte, 5 km SW 31°39' N; 05°34' W 3.9.2003 1 HM106051 
5 Spain Logrono 42°28' N; 02°27' W  2 HM106112, HM105963 
  Sevilla 37°23' N; 05°59' W  1 HM106018 
  Tarragona 41°08' N; 01°14' W  1 HM105963 
  Cádiz 36°31' N; 06°17' W  2 HM106113, HM106114 
6 Ireland Ballykine, Co. Mayo 53°32' N; 09°19' W 10.7.2008 8 HM105963, HM105988, 
HM105989 
  Donard, Co. Wicklow 53°01' N; 06°36' W 25.7.2007 10 HM105980, HM105989, 
HM105993, HM105994 
  Kilmeaden, Co. Waterford 52°14' N; 07°14' W 20.9.2007 1 HM105992 
 
 
 Rathcormac, Co. Cork 52°04' N; 08°17' W  4 HM105980, HM105990, 
HM105991 
  Terryglass, Co. Tipperary 53°04' N; 08°11' W 25.7.2007 2 HM105993, HM105995 
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7 Corsica Eglise de Cuttoli-Corticchiato 41°59' N; 08°54' E 19.5.2006 1 HM106047 
  Borgo  42°33' N; 09°25' E  13 HM105963, HM105976, 
HM105977 
  Isolellu  41°50' N; 08°46' E 14.8.2006 1 HM105963 
  Rospa-Sorba, Caralba  42°04' N; 09°11'E 9.7.2007 1 HM105964 
  Vezzani Rospa Sorba, Corsica 42°10' N; 09°14' E  0  
  Cave Piana 
42°14' N; 08°38' E 
7.7.2007 4 HM105963,HM105965, 
HM105966 
  Palu, Corsica   0  
  Penta-Aquatella 42°27' N; 09°22'E  0  
  Guet d'Abatescu, Corsica 41°59' N; 09°23' E  0  
8 France Haute-Savoie, Collogne sous 
Salève 
46°10' N; 06°32' E  0  
9 Italy Rome 41°53' N; 12°29' E  2 HM106023,HM106024 
10 Sicily Grotte della Gurfa o dei 
Saraceni  
33°45’ N; 13°45’ E 15.6.2007 1 HM106048 
11 Malta Chadwick lakes 35°53’ N; 14°23’ E 12.5.2009 1 HM106049 
12 Switzerland Genève 46°12' N; 06°08' E  0  
  Genève, Aïre, Crêt-du-îles 46°12' N; 06°07' E  0  
  Genève, Bernex 46°10' N; 06°04' E  1 HM106115 
  Genève, Grand-Saconnex 46°14' N; 06°07' E 8.1.2004 20 HM105980, HM106019, 
HM106020, HM106021 
  Genève, Pinchat 46°10' N; 06°08' E  1 HM106019 
  Genève, Route de Ferney 46°13' N; 06°07' E  1 HM106019 
  Genève, Avully 46°10' N; 06°01' E  0  
  Genève, Onex 46°11' N; 06°07' E  0  
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pořad. číslo země lokalita GPS datum N Ass. No  
13 Germany Hoyerswerda 51°25' N; 14°16' E  5 HM106061, HM106067, 
HM106068, HM106069 
14 Czech Republic Babylon - Kramolín 49°07' N; 16°08' E  5 HM106059, HM106060, 
HM106061, HM106062 
  Čízice 49°38' N; 13°23' E  5 HM106062, HM106065, 
HM106066 
  Libštát 50°33' N; 15°24' E  5 HM106062, HM106067 
  NH58   1 HM106128 
  Novosedly 48°49' N; 16°30' E  5 HM105970, HM105972 
  Třeboň 48°58' N; 14°46' E  5 HM105970, HM105973, 
HM105974, HM105975 
  Týnec 48°45' N; 17°00' E  5 HM105967, HM105968, 
HM105969, HM105970, 
HM105971 
  Žofín 48°40' N; 14°40' E  5 HM106063, HM106064 
15 Poland Bialowieza 52°41' N; 23°50' E 18.7.2006 5 HM105970, HM105997, 
HM105998 
  Gorki 52°19' N; 20°31' E 3.7.2007 5 HM105967, HM105970, 
HM105996 
  Stolec 50°35' N; 16°52' E  5 HM106067, HM106088 
16 Slovakia Bratislava 48°08' N; 17°03' E 27.7.2006 5 HM105967, HM105970, 
HM106016, HM106017 
  Ruské 49°06' N; 22°21' E  5 HM106101, HM106103, 
HM106102, HM106104 
 
 
 
 Slanské Nove Město 48°37' N; 21°31' E  5 HM106105, HM106106, 
HM106107, HM106108 
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  Solirov 48°26' N; 17°21' E  5 HM106062, HM106068, 
HM106109, HM106110, 
HM106111 
  Trebišov 48°58' N; 14°46' E 3.6.2007 5 HM105970, HM106014, 
HM106015 
17 Ukraine Pisocne jaziro 51°31' N; 23°48' E 8.6.2007 5 HM105970, HM105972, 
HM106025, HM106026 
18 Serbia Bor, Zlot, Lazareva Pećina cave 44°02' N; 21°58' E  0  
  Bor, Zlot, Lazareva Reka river 44°02' N; 21°02' E  0  
19 Greece Anthiro 39°12' N; 21°45' E 31.8.2001 1 HM105980 
  Artiki 37°16'  N; 21°47' E 25.8.2001 1 HM105980 
  Dimítra 39°57' N; 21°41' E 1.9.2001 1 HM105981 
  Lesvos, Ag. Isidoros, Plomari 38°58' N; 26°24' E 12.9.2000 1 HM106076 
  Mt. Parnass, Corycian Grotta 38°29' N; 22°35' E 31.7.2000 3 HM106073, HM106074, 
HM106075 
  Nea Ilis 37°54' N; 21°23' E 4.8.2000 1 HM105978 
  Prespa, Pili 40°47' N; 21°04' E 13.7.2000 2 HM106070, HM106071 
  Rendina 40°40' N; 23°38' E 28.7.2000 1 HM105979 
  Simopoulo 37°51' N; 21°32' E 23.8.2001 1 HM105978 
  Sparta 37°05' N; 22°26' E 17.9.1996 1 HM105980 
  St. Jean de Prodrome 41°08' N; 23°37' E 17.7.2000 1 HM106072 
20 Crete Monastiraki  35°14' N; 24°41' E 2.6.2008 1 HM106033 
  Rouva Forest, Agios Ioannis 
Rouva 
35°10' N; 24°55' E 4.6.2008 3 HM106033, HM106042 
  Zaros 35°08’ N; 24°54’ E 25.5.2008 1 HM106033 
 
 
 
 Omalos 35°21' N; 23°54' E 1.10.2006, 17.8.2008  2 HM106036, HM106043 
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  Archea Eleftherna, Aravanes 35°16' N; 24°43' E 12.8.2008, 13.8.2008 5 HM106033 
  Argyropouli, Mouselas-Tal  35°18' N; 24°20' E 16.8.2008 1 HM106033 
  Agia Irini 35°21' N; 23°50' E 18.8.2008 5 HM106034, HM106035, 
HM106037, HM106038, 
HM106039 
  Limni 35°22' N; 23°38' E 19.8.2008 3 HM106035, HM106040, 
HM106041 
21 Cyprus Kelefou bridge 34°53' N; 32°45' E 16.4.2005 4 HM106027, HM106028, 
HM106029 
  Kryos River, Trodos Mt. 34°55' N; 32°52' E 2.8.2009 13 HM106027, HM106028, 
HM106030, HM106031, 
HM106032, HM106086, 
HM106087 
  Troodos Forest 34°55' N; 32°52' E 5.9.2000, 13.4.2005 5 HM106027, HM106028, 
HM106086 
  Troodos Forest, Kakopetria 34°57' N; 32°52' E 11.4.2005 1 HM106027 
22 Turkey Antalya 36°53' N; 30°45' E  0  
  Velika Koprüsü 41°48' N; 27°44' E 30.8.1996 1 HM106022 
  Kapadokia, Göreme 38°35' N; 34°51' E 25.9.2009, 26.9.2009, 
27.9.2009, 28.9.2009, 
29.9.2009 
5 HM106123, HM106124, 
HM106125, HM106126 
  Akbez 36°51' N; 36°31' E 29.9.2009 1 HM106127 
23 Lebanon Aarsal 34°11’ N; 36°24’ E  0  
  Adonis, Nahr Ibrahim 34°05’ N; 35°44’ E  0  
 
 
 Afqa Cave 34°04’ N; 35°54’ E 26.6.2006 3 HM106081, HM106085 
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  Er Rouais Cave 34°07’ N; 35°55’ E 26.6.2006 1 HM106084 
  Nahr es Safa 33°42’ N; 35°28’ E 22.6.2006 2 HM106082, HM106083 
  Pont al Khalass 33°33’ N; 35°36’ E 23.6.2006 1 HM106083 
  Qadisha Cave 34°15’ N; 36°02’ E  0  
  Ras el Assi, Deir Mar Maroun 
Monastery  
34°21’ N; 36°22’ E  0  
  Qadisha cave 34°16’ N; 36°01’ E 27.6.2006 1 HM106081 
24 Syria Baniyas 35°11' N; 35°57' E  0  
  Maalula 33°51' N; 36°32' E 30.4.2001 3 HM106121, HM106122 
  Ras al Bassit 35°51' N; 35°51' E 29.4.2001 0  
  Sarghaya 33°50' N; 36°11' E 28.5.2001 2 HM106116, HM106117 
  Slinfeh 35°36' N; 36°13' E 29.6.1998 3 HM106118, HM106119, 
HM106120 
25 Iran 10 km NW Emam Qoli  37°29' N; 58°28' E 24.5.2006 1 HM106079 
  2 km E Tunel-e-Golestan 37°22' N; 55°59' E 26.5.2006 4 HM106052, HM106080 
  2 km S Karizbalagh 35°30' N; 60°00' E  0  
  5 km S Tutaki 37°02' N; 49°54' E 3.6.2006 4 HM105980, HM105987 
  Korud Abad, 3 km SE Ali Abad 36°53' N; 54°53' E 28.5.2006 8 HM105980, HM105982, 
HM105983, HM105984, 
HM105985, HM105986 
  Shurlaq 36°19' N; 60°38' E 18.5.2006 1 HM106078 
  Yazd 31°49’N; 54°21’ E 4.5.1997 1 HM106077 
26 Kazachstan Alma-Ata  43°16’ N; 76°54’ E  0  
  Kzyl-Orda, Syrdarya River 44°51’ N; 65°28’ E  0  
  Lower Karatal River 46°04’ N; 77°11’ E  0  
 
27 
Turkmenistan Chardjou, Amudarya River 39°06’ N; 63°34’ E  0  
 77 
 78 
pořad. číslo země lokalita GPS datum N Ass. No  
  Khodjikala, 100 km N of Kzyl-
Arvat 
39°54’ N; 56°16’ E  0  
  Morgunovskij, near Kushka 35°17’ N; 62°20’ E  0  
28 Uzbekistan Nukus, Amudarya River 46°04’ N; 77°11’ E  0  
29 Russia Derbentskaya mine 44°46' N; 38°30' E 1.11.2008 2 HM106099, HM106100 
  Dzykhra reservoir  43°31' N; 40°01' E 7.9.2008 27 HM105963, HM105980, 
HM105984, HM105989, 
HM105999, HM106001, 
HM106002, HM106003, 
HM106004, HM106005, 
HM106006, HM106007, 
HM106008, HM106009, 
HM106010, HM106011, 
HM106012, HM106013, 
HM106089, HM106100 
  Krasnaya Polyana 43°40' N; 40°17' E 13.9.2008 1 HM106098 
  Lianovaya cave 45°32' N; 40°00' E 7.9.2008 5 HM106090, HM106091, 
HM106092, HM106093, 
HM106094 
  Masesta River, Sochi 43°33' N; 39°48' E 10.9.2008 4 HM106095, HM106096, 
HM106097 
 
 
Příloha 3: Přiložené CD s alignmentem všech sekvencí. 
